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RESUMO

NAKAMURA, F. M. Bioprospeccao de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos
aromaticos isoladas de biocarvio de Terra Preta de Indio da Amazonia Central. 2014. 128 f.
Dissertacdao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba.

Devido aos altos teores de himus e matéria orginica pirolisada, os solos de Terra Preta de Indio
da Amazoénia (TPA) apresentam uma dinidmica diferente de outros, com hidrocarbonetos
alifaticos e aromdticos em grandes quantidades. Os alcanos sdo os maiores constituintes da
matéria orginica do solo, pouco reativos, insoliveis e recalcitrantes, promovendo menor
rendimento a produg¢do de combustiveis fésseis e renovéveis. Os hidrocarbonetos aromaticos,
assim como alcanos, sdo encontrados no ambiente de forma natural ou introduzidos e podem ser
téxicos, mutagénicos ou carcinogénicos. O estudo das comunidades bacterianas desses locais é
de interesse no entendimento da alta fertilidade destes solos e da agdo do carvdo na relacdo
planta-solo-microrganismo, além de bioprospec¢des de novas vias metabdlicas. Diversos
estudos ja avaliaram genes de interesse para biodegradacdo destes compostos na TPA, como
bph (Brossi, 2014) em solo e a-ARHDs (Germano, 2011) em solo e carvdo, ambos para
degradacao de hidrocarbonetos aromadticos. Porém o gene alk, para degradacdo de alcanos,
ainda ndo fora estudado em carvdo de TPA e nenhum isolamento bacteriano deste carvao foi
feito e o presente trabalho teve esta abordagem inovadora para os solos de TPA, aliando cultivo,
biologia molecular e bioensaios. O carvao foi separado, diluido e plaqueado em cinco meios de
cultivo, com posterior incubagdo microaerofilica. Ao final da obtencdo dos isolados, uma
selecdo de singularidade de morfologia foi feita a fim de se trabalhar com riqueza de tipos
bacterianos, resultando em 86 isolados. Na identificagdo molecular pelo gene 16S ribossomal
bacteriano identificamos 24 géneros: Burkholderia, Ralstonia, Pseudomonas, Achromobacter,
Pantoea, Leclercia, Acinetobacter, Cupriavidus, Enterobacter, Variovorax, Leifsonia, Leclercia,
Pantoea, Parapusiliimonas, Bordetella; Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Brevibacillus,
Rummeliibacillus; Arthrobacter, Streptomyces, Rhodoccocus;, e Fibrobacterium, além de
bactérias ndo cultivadas. Os meios GA e ES comprovaram ser um método com boa eficiéncia
para isolamento de quantidade e variedade de bactérias do carvao, tanto aerdbias quanto
anaerdbias facultativas, sendo pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria
e Bacteroidetes. Apenas 11 isolados possuem o gene alk. Observamos que 53,49% de isolados
foram positivos para a degradacdo de 0,05% de fenantreno; 70,93% foram positivos para a
degradacdo de 8% de dleo diesel; e 88,37% foram positivos para degradacdo de 0,05% de bifenil.
Houve isolados com capacidade de degradar mais de um substrato, e até mesmo os 3 substratos.
Este estudo demonstra que os biocarvoes de TPA sdo um microhabitat para microrganismos com
capacidade comprovada em metabolizar hidrocarbonetos aroméaticos complexos e diversos como
fonte de carbono e energia. Os isolados apresentam um grande potencial biotecnoldgico para a
geracdo de moléculas ligadas aos processos metabdlicos da biodegradacdo, principalmente os nao-
cultivados, podendo auxiliar processos de biorremediacio de d4reas contaminadas e,
possivelmente, producdo de biocombustiveis de segunda geracdo. Além disso, os dados gerados
por este estudo fornecem informagdes sobre o papel dessas bactérias na ciclagem de nutrientes,
que influenciam diretamente na resiliéncia e fertilidade dos solos de Terra Preta de Indio da
Amazonia por serem capazes de degradar compostos recalcitrantes de carbono dos fragmentos de
biocarvao, dcidos hiimicos e, talvez, grupos funcionais aderidos, além de outras fracdes da matéria
organica humificada.

Palavras-chave: Biodegradac@o. Cultivo de microrganismos. Ecologia microbiana. Biologia
molecular
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ABSTRACT

NAKAMURA, F. M. Bioprospection of bacterial degraders of aromatic hydrocarbons
isolated from biochar of Amazonian Dark Earths from Central Amazon. 2014. 128 f.
Dissertagdao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba.

Due to high humus content and pyrolyzed organic matter, Amazonian Dark Earth Soils (ADE)
show different dynamic than other soils, presenting high contents of aliphatic and aromatic
hydrocarbons. Alkanes are the major constituents of soil organic matter, low reactive, insoluble
and recalcitrant, promoting lesser yield on fossil and renovable fuels production, as well as
pollute the environment when in high concentrations. Aromatic hydrocarbons, as well as
alkanes, are found in environment due to natural e industrial processes, are insoluble and
recalcitrants, and can be toxic, mutagenic and carcinogenic. The study of bacterial communities
from these areas is of major interest to reveal the high fertility of these soils, and understand the
biochar influences on the plant-soil-microrganism relation, besides discover novel bacteria,
genes and proteins. Diverse studies had already evaluated genes of interest for the
biodegradation of hydrocarbons on ADEs, like bph gene (Brossi, 2014) from soils and a-
ARHDs (Germano, 2011) from soils and biochar. However, the alk gene for the biodegradation
of alkanes was never studied in biochar. Neither any bacterial isolation from the ADEs biochar
was done until now, so this work has this innovative approach to the ADEs. Biochar was
separated, dilluted and plated on five culture media, and microarophilic incubation. The isolates
were selected by their morphology and 86 isolates were obtained. We identified 24 bacterial
genera throught the 16S rRNA gene sequencing: Burkholderia, Ralstonia, Pseudomonas,
Achromobacter, Pantoea, Leclercia, Acinetobacter, Cupriavidus, Enterobacter, Variovorax,
Leifsonia, Leclercia, Pantoea, Parapusiliimonas, Bordetella; Bacillus, Paenibacillus,
Lysinibacillus, Brevibacillus, Rummeliibacillus; Arthrobacter, Streptomyces, Rhodoccocus; and
Fibrobacterium, in addition to uncultured-bacteria. GA and ES media were the best on variety and
number of bacteria from biochar, such aerobic as well as facultative anaerobic bacteria, being
from the phyla Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria and Bacteroidetes. The alk gene was
found in 11 isolates. We observed 53,49% of isolates were positive for 0,05% phenanthrene
degradation; 70,93% of isolates were positive for 8% diesel oil degradation; and88,37% of
isolates were positive for 0,05% biphenyl degradation. There were isolates capable to degrade
more than one substratum, even the three substrata. This study demonstrates that ADE biochars
are a microhabitat for bacteria with proved capacity to metabolize complex aromatic
hydrocarbons as carbon and energy sources. The isolates have great biotehcnological potential to
generate molecules associated to metabolic process of biodegradation, mainly the uncultured
ones, being helpfull for polluted areas bioremediation and, possibly, to the production of second
generation biofuels. Furthermore, the generated data supplies the role of bacteria from ADE
biochar on the nutrient cycle, wich directly influences the resiliance and fertility of ADEs, for
microbiota being capable to degrade recalcitrant carbon fragments of biochar, humic acids and,
possibly, adhered functional groups, besides other organic matter fractions, as well.

Keywords: Biodegradation. Microrganisms cultive. Microbial ecology. Molecular biology
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1. INTRODUCAO

Nos tropicos umidos, como na AmazoOnia, intensas condicdes climdticas levam a
formacao de solos altamente lixiviados (LEHMANN et al., 2003). Porém, as Terras Pretas de
Indio da Amazonia (TPA), situadas em &reas adjacentes a cursos d'dgua da Bacia Amazodnica,
tém propriedades de fertilidade tnicas nos trépicos timidos, sendo muito utilizadas pelas
comunidades locais e alvo de comércio, ndo ideal por serem patrimdnio histérico do Brasil
(IPHAN, 1988). Sua fertilidade se deve, dentre outros fatores, a alta concentracdo de matéria
organica do solo (MOS), que se resume a uma complexa miscelanea de compostos organicos
oriundos de plantas e animais em diferentes estdgios de decomposi¢do, e aos altos teores de

biocarvao.

A matéria organica do solo humificada, apesar de mais recalcitrante pela presenca de
hidrocarbonetos aromadticos e alcanos, ¢ a0 mesmo tempo reativa por ser degradada por
alguns microrganismos. O biocarvdo parece ser um agente tampao atuando fortemente na
resiliéncia destes solos pela capacidade de estabilizar a matéria organica (SOMBROEK et al.,
2003). Sua formacdo de carbono e sua estrutura porosa podem diminuir a densidade do solo,
melhorando a retencao de umidade e aumentando o pH; em seu interior. Ainda, o biocarvao
pode reter gases, umidade e abrigar microrganismos (BRADY; WEIL, 2008) e ser uma fonte
de carbono a esses microrganismos (STEINER et al., 2008). Desta forma sdo um microhabitat
em meio aos solos de TPA para microrganismos com fungdes na ciclagem de nutrientes de
alto interesse a bioprospeccdo. Outro aspecto seria que o alto teor de biocarvdes, juntamente
com os dcidos humicos do solo, possuem propriedades de carga na sua superficie que
possibilitam um ambiente favordvel as reacdes de troca catidnica, com coldides inorganicos e
organicos do solo, e de complexagdo de cations metdlicos, entre outras (SOHI et al., 2010)
reduzindo, assim, a lixiviacdo de nutrientes (GLASER et al., 2002). Assim, a alta quantidade
de matéria organica e biocarvao dos solos antropicos da Amazoénia tem um papel chave em
relacdo as suas propriedades e fungdes sobre diversos processos que compdem o sistema solo-

planta-microrganismo devido as suas distintas propriedades fisico-quimicas.

Entretanto, € ainda desconhecido o efeito direto do biocarvao e cinzas deste, que ajudam
a compor a MOS nos processos bioldgicos de acumulacido de carbono no solo. Sdo também
desconhecidos os mecanismos de acdo do biocarvao sobre a microbiota autéctone e do solo; e

sobre o crescimento as plantas.

As moléculas orgénicas recalcitrantes podem ser naturais ou sintéticas, oriundas dos
processos industriais. Algumas dessas moléculas sdo muito toxicas aos seres vivos, podem
causar mutacdes no codigo genético, eliminando individuos ou selecionando os mais
adaptados, interferindo diretamente no equilibrio natural do ambiente. Com base na sua

abundincia e toxicidade, os compostos aromadticos e alcanos tém sido considerados
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prioritdrios na busca por solu¢des de descontaminacdo. O tratamento bioldgico de solos
contaminados com hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) e de alcanos nas industrias
petroleiras parece ser uma via eficiente, economica e versatil em alternativa ao tratamento
fisico-quimico, porque oferece vantagens potenciais como a destruicdo completa do poluente,

baixo custo, grande seguranca e menos perturbagdo ambiental.

Nesse sentido, muitas pesquisas atualmente tém seu foco na degradacdo bioldgica
destes hidrocarbonetos via metabolismo e cometabolismo. As alcano hidrolases sdo enzimas
que atuam em uma etapa da degradacdo de alcanos e vém sendo muito estudadas com base
nos genes alkB e alkM em bactérias. As dioxigenases aromaticas (ARHD) tém sido descritas
como enzimas responsdveis pela catélise de reacdes de oxidacdo de polienos conjugados
(BOYD et al., 2001), ou HPAs, sendo muito estudados através de prospeccdes do gene da
subunidade a-ARHD.

O estudo dos genes andlogos (genes de linhagens evolutivas distantes com a mesma
funcdo de codificagdo) e homdlogos (genes com sequéncias semelhantes codificam para
proteinas de diferentes especificidades) envolvidos na sintese de enzimas degradadoras de
hidrocarbonetos saturados e aromdticos, juntamente com estudos sobre diversidade genética
destas estirpes, poderdo informar sobre o comportamento destes microrganismos em

condi¢des ambientais extremas.

A busca por organismos nao identificados e nao cultivados é necessaria para ampliar a
aplicacdo na biotecnologia, bem como entender como esses microrganismos sio capazes de

utilizar os compostos por meio da acao de suas enzimas (GAYLARDE et al., 2005).

Muitos pesquisadores encontraram bactérias de interesse agricola e biotecnoldgico nos
solos de TPA e no carvdo, sendo que neste ultimo, os filos representativos foram
Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria (GERMANO, 2011; CANNAVAN, 2011).

Ao serem reveladas as fung¢des de cada gene quanto a especificidade a um substrato,
através do estudo da sintese de genes envolvidos em vias degradadoras, permitird estudos
sobre a significancia ecoldgica dessas populacdes e sobre a transferéncia génica horizontal de
genes. Essa transferéncia génica horizontal pode ocorrer intra e interespécies (ou até entre
géneros distintos), agindo como promotor da selecdo adaptativa perante cada ambiente,

refletindo o ilimitado poder da bioquimica microbiana em solos tropicais.

Deste modo, as informagdes génicas servirdo também a taxonomia e ecologia
microbiana, facilitando a compreensdo das bases adaptativas dos microrganismos do
biocarvao e seu papel no equilibrio da fertilidade das TPA, além de determinar sua influéncia
nos atributos bioldgicos destes solos antrdpicos, tdo favordveis a agricultura sustentdvel na

regido amazonica.
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Assim, estudos incluindo o uso de técnicas moleculares para avaliar a presenca de genes
funcionais envolvidos em atividades metabdlicas e nos ciclos biogeoquimicos, como as
dioxigenases aromaticas e alcano oxigenases, € a0 mesmo tempo, aliados a estudos praticos
de cultivo e bioensaios, permitem acessar mais detalhadamente a diversidade microbiana de

sistemas bioldgicos.

Tais informagdes podem ser utilizadas para o desenvolvimento de sistemas sustentaveis
de manejo da fertilidade em areas de TPA degradada e para condicionamento de outros solos,
em beneficio dos pequenos agricultores e comunidades locais na Amazonia e de outros locais.
Além de favorecer a compreensdo das bases evolutivas da variabilidade genética da
microbiota do biocarvao e prover dados que poderdo servir como base para estudos de
bioprospeccdo de genes de interesse comercial, como produtos da industria farmacéutica, de
combustiveis e, principalmente, daqueles envolvidos em processos de biorremediacdo de

ambientes contaminados.

O presente trabalho € uma abordagem inédita aos solos de TPA que objetivou isolar
bactérias do biocarvao para avaliar o método de isolamento por microaerofilia e a capacidade
dos fragmentos de carvao serem uma fonte de novos tipos de bactéria e, também, de novas

vias metabolicas relacionadas a biodegradacdo de compostos de carbono.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Solos

O solo € uma transformagdo das rochas matrizes locais resultantes de processos
causados por intemperismo quimico e fisico e antrépico, os quais originam uma camada de
superficie inconsolidada que recobre as rochas com materiais minerais e organicos (VIEIRA,
1988). E o material que cobre a maior parte da crosta terrestre e reflete a influéncia do clima,
da topografia, do tempo, da flora, fauna e do homem (FAQO, 2001).

As caracteristicas do solo influenciam a vida que nele estd, que por sua vez, influencia
na qualidade do solo. A variacao de silte, argila e areia determina o tipo de textura do solo. O
calibre dos graos € determinado pela mucilagem sintetizada por microrganismos (fungos e
bactérias), o que influencia na percola¢do da dgua e nutrientes que influenciam na fertilidade
do solo permitindo a germinacdo e manutencdo da vegetacdo. Esta, juntamente com os
microrganismos, meso e macro-fauna do solo acabam por influenciar na manutencdo da
estrutura do solo, na captacdo de nutrientes do ar e dos componentes do solo, permitindo a

ciclagem e renovacgdo dos nutrientes e gases.

2.2.  Ossitios de Terra Preta de Indio da Amazénia (TPA)

A Terra Preta de Indio da Amazonia (TPA) foi primeiramente descrita por Hartt
(1885) e depois Kern e Costa (1997). Estes solos negros sdo préoprios de assentamentos
antigos, muito conhecidos pela arqueologia. Esta comegou a estudar a regido amazodnica a
partir dos anos 60 concomitantemente a etnobotanicos, gedgrafos e cientistas do solo.
Somente a partir de 1980 a pesquisa na Terra Preta tornou-se interdisciplinar e
multidisciplinar e hoje os locais sdo sitios arqueoldgicos, em que além do interesse pela
histéria humana, ha o interesse cientifico pela sua biologia. As manchas de TPA estdo sob
protecdo do Instituto do Patrimonio Histérico Artistico Nacional (IPHAN, 1988) e sob
estudos do Centro de Arqueologia dos Biomas da Amazdnia (CABA) e muitos outros

institutos e universidades brasileiros e internacionais.

Sitios de Terra Preta da Amazodnia podem ser liticos ou ceramicos e tém como
principal caracteristica a presenga de solos escuros e férteis, que com ampla distribuicao na
América do Sul, se estendem desde os Andes até a Ilha de Marajo, abrangendo o Brasil,
Colombia, Equador, Guiana, Peru e Venezuela (SOMBROEK, 1966). Apesar de haver
conhecimento de muitos sitios arqueoldgicos, ndo se tem um mapeamento de todas as
ocorréncias de TPA no territério Amazonico.

O processo de formagdo das TPAs estd associado a um terceiro momento de

pedogénese, quando o material inconsolidado é novamente modificado. E, portanto, um solo
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de pedogénese antropica formado pelo manejo de restos organicos — folhas, sementes, cascas
de arvores, ossos, sangue, fezes, conchas — do fogo e ceramica pelas populagdes pré-
colombianas que habitaram a Floresta Amazdnica nos terracos préximos as margens de baias,
rios e igarapés. Os habitantes traziam e processavam o alimento perto das casas por meio de
combustdo de material vegetal para o cozimento de alimentos, além da fabricacdo de loucas
de ceramica muito utilizadas e ornadas que refletem a época em que foram feitas. Estes restos
organicos foram ao longo dos anos sendo alterados pelas acdes abidticas e pela macro, meso e
microfauna, alterando a composi¢do quimica e coloracao do solo. Como etapa final, deu-se a
acdo dos microrganismos e formou-se um material organico estdvel que promove um efeito

tampao, permitindo alta resiliéncia do solo (WOODS, 2003).

Porém, sua formacao nao ocorreu de forma continua (PETERSEN et al., 2005) entre
300 AC ao século XVI DC, havendo uma rdpida formacdo entre os séculos V e XI DC
(NEVES et al., 2003), que indicam terem ocorrido diversas fases de ocupacdo. Meggers ja
havia atribuido o abandono dos assentamentos pelas tribos indigenas a baixa fertilidade do
solo depois de longos periodos de uso (MEGGERS, 1954) e as mudancas no clima
ocasionadas pelo El Nifio nos ultimos 5000 anos (MEGGERS, 1995). Outro motivo que viria
aumentar a pressao de deixar a drea seria a existéncia de conflitos entre tribos da regido pela
posse da drea ou pela dissipagdo das tribos em grupos menores, agora centrados na familia

nuclear e baseados na producao autonoma (NEVES et al., 2004).

Em relagdo a sua origem antrépica no acimulo de dejetos e cinzas, se assemelha a
Terra Preta Australis dos aborigenes da Austrdlia (DOWNIE et al., 2011) e terras pretas dos
celtas e romanos que cobrem a Inglaterra e Suécia (SHAW, 2009). Em relacdo a ocupagao
humana nas terras amazonicas na era pré-colonial, Lima et al. (2005) como também Petersen
et al. (2005) detalham as diferentes fases de ocupacdo segundo a arqueologia. A Fase Acutuba
refere-se a datacdo de ceramicas de 300 AC a 360 DC, quando comecaram as mudangas
gradativas na paisagem com constru¢des de monticulos, aterros, valas defensivas e palicadas
(PETERSEN et al., 2005). A Fase Manacapuru refere-se aos 500 DC a 900 DC, época de
intensificacdo da exploragdo dos recursos naturais € mudanga na paisagem. A Fase Pareddo de
700 DC a 1200 DC refere-se as intervencdes mais intensas na paisagem. A ultima é a Fase
Guarita dos séculos IX ao XVI (NEVES, 2004; PETERSEN et al., 2005).

Os solos de TPA encontram-se sob a forma de manchas de diferentes tamanhos,
ocupando dreas em torno de 0,5 a 3 hectares e de 30cm a 2m de profundidade (SMITH,
1980). A estimativa da dimensao total é de 0,1 a 0,3% (15.500-20.700 m?2) da area florestada
da Amazdnia (SOMBROEK et al., 2003), porém h4 estimativas que chegam a 10%.

De modo geral, as manchas de TPA ndo sdao homogéneas, apresentando diferencas
quanto a fertilidade. Porém algumas caracteristicas importantes a fertilidade do solo sdo

comuns a maioria das manchas até agora estudadas, como o alto teor de biocarvao detentores
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de propriedades fisico-quimicas particulares e elevada concentracdo de estruturas
poliaromdticas, além de elevados teores de nutrientes quando comparadas aos solos
adjacentes (LEHMANN et al., 2003). Atualmente sdo classificadas tecnicamente como

Latossolo ou Argissolo Amarelo Coeso Antrépico.

A coloragao do solo das TPAs € negra, cinza, marrom e amarela, como resultado da
mistura de matéria organica em varios estagios de decomposicao; restos de carvao com cinzas
e carbonato de célcio; acimulo de ferro préoximo a fontes de calor; e actimulo de ferro,
respectivamente (WOODS, 2003). Rebellato (2007) em seu trabalho de descricdo do sitio
arqueoldgico do Hatahara, Iranduba-AM, caracterizou o perfil dos solos de TPA que sao
geralmente compostos por horizonte O, horizonte A e seus subhorizontes, horizonte AB,
horizonte B e subhorizontes, horizonte C e o R:

. O: formado de matéria organica fresca na superficie, ou em varios estagios de
decomposicdo nas camadas inferiores, de fermentacdo e humificacdo. Pedagos de ceramica
sd0 muitas vezes visiveis neste horizonte.

o A: horizonte negro onde hd a médxima atividade microbioldgica e varia de
profundidade podendo ultrapassar os 100cm (ZECH et al.,1990) e é composto por um ou mais
subhorizontes.Possui muitos fragmentos em ceramica e contém alta concentracdo de matéria
organica decomposta, matéria organica carbonizada (carvao), de minerais residuais e pouca
concentracdo de argila mineral, ferro e aluminio. Rebellato (2007) explica que estes
componentes foram lixiviados para as camadas inferiores devido a estas tenderem a ser mais
porosas. Cerca de 50% dos sitios de terras pretas do Para tem na profundidade de 30-60 cm
um horizonte A de coloragdo negra que varia de N2, 10YR 2/1, 10YR 3/1, 5YR 2/1, 7,5YR
3/1 da Tabela Munsell (REBELLATO, 2007).

. B: horizonte que possui menos fragmentos de ceramica e € de coloragdo mais
clara com acumulacdo de argila, ferro, aluminio e matéria organica, sendo dito por Vieira
(1988) como um solo de iluviagd@o, o qual recebe componentes do solo eluvial.

o A mudanga do horizonte A para o B nao é nitida, somente se percebe uma
diminui¢do na quantidade de fragmentos de ceramica, sendo nomeada esta transi¢ao de
horizonte AB por Kadmpf (2003). E a esta transi¢cdo dos horizontes A e AB, Kimpf
(2003) denomina de horizonte arqueo-antropogénico. Ainda existem os horizontes C,
formado de material parental inconsolidado do qual se formou o solo, quase sem
influéncia bioldgica.,

. R: é a rocha inalterada que representa a provavel matriz do solo
(REBELLATO, 2007).

No perfil do solo pode-se observar manchas nas camadas homogéneas, o que indica

atividade bioldgica de raizes e mesofauna, além e abidticos pelo intemperismo. Podendo ser
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resultado, também, de atividade humana que ao adicionar matéria organica por meio de
descarte de dejetos de unidades domésticas, ou ao irrigar o solo, provoca tais alteragdes no
perfil do solo. Solos com este histérico e semelhante fertilidade como a TPA acontecem em
muitos ao redor do mundo e sdo determinados na FAO (2001) em outros locais por Plaggeon
soil, Paddy soil e Oasis soils (REBELLATO, 2007).

Rebellato (2007) explica também que as diferencas em profundidade dos horizontes e a
porosidade do solo diferem entre os sitios devido ao tempo de formacdo das TPAs e ao tipo
de solo parental que originou os solos da Amazodnia, que sdo identificados segundo os

sistemas de classificagdo em:

e Ferralsols e Oxisols (VIEIRA, 1988) do Sistema Internacional WRB (FAO,
1998) e Sistema Americano (USDA, 2006), respectivamente, que coincidem
com Latossolos do sistema brasileiro SIBCS (Embrapa, 2013);

¢ Como também o indicado por Kern et al. (2003) que segundo o SIBCS
(Embrapa, 2013), os solos originais da Amazonia classificam-se como
Espodossolos, os Spodosols segundo a Soil Taxonomy, ou Podsols segundo a
WRB/FAO; Argissolos, os Acrisols segundo a WRB/FAO; Luvissolos, os
Luvisols segundo a WRB/FAQ; Neossolos, os Fluvisols e Arenosols segundo a
WRB/FAO; Nitossolos, os Nitisols segundo a WRB/FAQO; Cambissolos, os
Cambisols segundo a WRB/FAO.

Ao redor das manchas de terra preta é frequente a existéncia de faixas de solo que
variam do marrom ao preto com poucos artefatos ceramicos, ou até auséncia. Estes solos sdo
chamados de Terras Mulatas e sua génese ¢ atribuida a intensa atividade agricola no passado e
até deposicdo intencional de residuos orginicos (SOMBROEK 'et al, 2002, apud
REBELLATO, 2007). Segundo Hecht (2003), ocorria o processo de queima fria para
producdo agricola, em que eram queimados a baixa temperatura folhas e troncos gerando

carvao e nutrientes para o solo.

Estima-se que 1 cm de TPA leve pelo menos 10 anos para se formar, sendo um
processo lento de decomposicdo e estruturacdo. No chernozem do nordeste da China, por
exemplo, estimam que leve cerca de 100 anos para que 1,5 cm deste solo se regenere e cerca
de mil anos para recuperar a area degradada pela utilizagdo excessiva de fertilizantes e
pesticidas (The EpochTimes, 2012).

Sobre essas terras, no Brasil, estdo florestas nativas e secunddrias médias (capoeira),

florestas perturbadas (desmatadas), dreas cultivadas majoritariamente por agricultura de

'SOMBROEK, W.; KERN, D.; RODRIGUES, T.; CRAVO, M.; JARBAS, T.; WOODS, W.; GLASER, B.
Terra Preta and Terra Mulata: pré-columbian Amazon Kitchen and agricultural fields, their
sustainability and their replication. 17° WCSS, Tailand, 2002.
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subsisténcia com producdes de milho, mamao, melancia, feijdo, hortalicas, cana-de-actcar e
outras com pastagem.

= w ¥ o b v
Venezuela Tﬂ'l'ﬂ.ﬁlmm Indio
Golembla B'ig.;%" l'l I_.fll in Brazil
e L \ _Iﬁ_\_’a—ﬂ-._—.- * TP Silng
= I\_‘..:‘ ) Maczod' . * Ressearch Site [Befterra)
[ = . N e ]
By T S
| n Az '1IIIII|'"!Pmal-'I? ' ! EhoLiks
_‘,' b s i ks Forlsersg
P i t - aTereiing
_|' E : haldw
% | sFidimaViaho disoea doboie -, e
'--._,.-I l-f_.-_.! {
*—u‘ | Twasles T . mARECEU
u . L o A A
e : Sahadew | o
% e Bt gEehandbachl o] £om TP g1 ply
Boallvia { mlw._i!t’_ i 8 asilia
Figura 1 -Distribuicdo das TPAs Figura 2 -Perfil do solo de TPA

2.2.1. Fertilidade das TPAs

As TPAs desempenham grande papel na produgdo agricola da regido amazdnica que
sustenta alta produtividade por longos anos, resisténcia a lixivia¢do e auséncia ou baixo uso
de insumos, diferentemente das culturas nos solos adjacentes as TPAs (GERMANO, 2011) e
terras mulatas. Assim, devido as suas propriedades, as TPAs sao consideradas um dos solos
mais férteis do mundo, a par do chernozem da Russia, Ucrania, Bulgaria e Roménia, como

também em regides da Hungria, Polonia, China, Canada e Estados Unidos.

Os pesquisadores atribuem sua alta fertilidade as elevadas concentracdes de nutrientes
para as plantas como potdssio, fésforo, cdlcio, nitrogénio, e carbono, aliado a retencdo de
umidade e concentracio de matéria organica (GLASER, 1999) em vidrios estigios de
decomposicdo, inclusive parcialmente queimada na forma de carvdao. Além do alto teor de
matéria organica, pesquisas tém mostrado que a composi¢do da matéria orginica em Terras
Pretas também contribuem para o aumento do grau de fertilidade desses solos (TEIXEIRA et
al., 2009). Além das fragdes estdveis das substancias humicas (SH) e biocarvao
(SOMBROEK, 1966; KERN, KAMPF, 1989; LEHMAN et al., 2002) que controlam o pH
entre 5 e 7, a maior saturacdo por bases e o menor teor de aluminio trocdvel também sdo
evidenciados. Além disso, o fogo age nas estruturas do solo ao favorecer a agregacdo de
particulas de areia, argila e biocarvao, o que dificulta a lixiviacdo dos nutrientes do solo
(TEIXEIRA; MARTINS, 2003).

Ha presenca de trés vezes mais matéria organica (MO), 70 vezes mais biocarvdo e
acidos hiimicos e uma diversidade microbiana maior em TPA em comparacio aos seus solos
adjacentes. Estudos de Cunha e colaboradores (2007) indicam que na profundidade de 0-20cm

dos solos de TPA e adjacentes, hd maior concentracdo de carbono total em TPA nativa e
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perturbada, sendo corroborado por outros estudos (SOMBROEK, 1966.; SMITH, 1980;
KERN; KAMPF, 1989). A alta concentracdo de MO nos solos de TPA, mesmo com a alta
decomposic@o deste habitat tropical, pode ser devido a formacdo de complexos estabilizados
de MO-célcio (CUNHA, 2005), altas concentracdes de MO natural e carbonizada decomposta
em substancias himicas (SH) e os fragmentos de biocarvao (GLASER, 2000), por¢des de C
recalcitrante.

Em TPA, a maior fracdo da SH é composta por humina (H) (CUNHA, 2005). Lima
(2001) e Souza et al. (2003) também verificaram que nestes solos hd uma predominéncia das
fracOes mais estdveis, os dcidos hiimicos (AH) e H com menor contribuicdo das fracdes mais
soliveis e moveis (AF — dcidos filvicos). Isso € resultado de intensa humificacdo e rapida
mineralizacdo de grandes quantidades de material organico rico em N, P e Ca incorporado ao
solo (ZECH et al., 1990), possibilitado pelas condi¢des 6timas de temperatura, precipitacao
elevada, drenagem adequada e cardter eutréfico desses solos. E o oposto ao que acontece nos
demais solos de terra firme e varzea da Amazonia, os adjacentes.

Os solos adjacentes sao latossolos amarelos, argissolos, espodossolos, dentre outros
(como supracitado no item 2.2), e representam cerca de 74,7% da Amazbdnia, sendo
considerados solos pobres em nutrientes, com alto teor de acidez, baixa capacidade de troca
de cations (VIEIRA, SANTOS, 1987), com alto grau de intemperizagdo e lixiviacdo
(VIEIRA, 1988; ZECH, 1997), o que promove um fator limitante para a produtividade e

sustentabilidade dos sistemas de producdo agricola.

Como ja dito, o carbono organico das TPAs estd sob as formas de MO em vérios
estagios de decomposicdo e biocarvao. Este chega a apenas 14% nos solos adjacentes,
diferentemente dos 35-45% dos solos de TPA, sendo estes solos ricos em estruturas
aromdticas (ZECH et al., 1990). As estruturas aromadticas policiclicas sdo tipicas do carbono
formado por uma determinada combustdo, a pir6lise (KRAMER et al., 2004). Além disso,
existe uma enorme gama de origens de hidrocarbonetos saturados (os alcanos) nas florestas

amazoOnicas, a ser explicado no item 2.5.1.

Este biocarvdo possui estabilidade quimica devido as suas estruturas aromdticas
complexas, sendo muito mais resistente as degradagdes abidticas e microbioldgicas
(REBELLATO, 2007), armazenando carbono no solo por mais tempo. Além disso, sendo os
fragmentos de biocarvdo uma estrutura particulada, protegida e em complexos organo-
minerais, esses favorecem as propriedades fisicas dos solos de TPA na estruturacdo dos
aglomerados, retencdo de 4gua (GOLCHIN et al., 1997) e servem até como microhabitat para

microrganismos (STEINER et al., 2008), acabando por afetar positivamente a fertilidade.

Existe vasta populacdo bacteriana capaz de degradar hidrocarbonetos aromaticos
(GERMANO et al.,, 2012), além disso, os fragmentos de biocarvao podem acolher
microrganismos com a¢do degradativa de outras formas de carbono e até com a¢ao promotora
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de crescimento das plantas como a alta proporcdo de actinobactérias encontrada em
fragmentos de biocarvao no estudo de Cannavan (2011). Assim, o biocarvao é um fator chave
na manuteng¢do da fertilidade dos solos de TPA (GLASER et al., 2001).

Na literatura h4 a relacdo do biocarvdo com substancias humicas (SH) e fertilidade do
solo em TPAs, em que estdo fortemente relacionadas as caracteristicas moleculares das SH
provenientes de MO carbonizada, das quais a fracdo de dcidos himicos (AH) apresenta maior
grau de humificagdo em relagdo a outros solos. De acordo com Stevenson (1994), quanto
maior o estdgio de humificacdo das substancias himicas (SH), maior € o teor de C e menor o
de H (razdo H/C menor). Em resumo, os AH pertencentes a solos antropogénicos sao
potencialmente mais reativos, o que favorece as reacdes de troca idnica, reagcdes com coldides
minerais do solo, reacdes de complexdo com cations metdlicos e maior contribuicdo as
reacoes dos ciclos biogeoquimicos (LIMA, 2001).

Em solos brasileiros, a matéria organica pode contribuir para at¢ 80% das cargas
negativas do solo, e isso explica o fato de a CTC estar geralmente associada a matéria
organica do solo. A presenca da fracdo 4cidos himicos (AH ) tem sido relacionada a solos
férteis, com alto conteddo de bases trocaveis (CANELLAS et al., 2003), um dos aspectos que

influenciam positivamente na fertilidade do solo.

2.2.2. As areas de estudo

Foram estudados 5 sitios de Terra Preta no municipio de Iranduba - AM, com o
mesmo tipo de tratamento, a floresta secunddria média dita como capoeira: Laguinho (L),
Barroso (Bar), Lago Grande (LG), Costa do Acutuba (Ac¢u) e o Hatahara (Hat). Além disso,
mais duas coberturas vegetais foram estudadas no Hatahara: canavial e pastagem.

Os cinco sitios estudados neste trabalho sdo sitios ceramicos, todos localizados no
municipio de Iranduba, AM, nos quais foi nitida a presenga de fragmentos de ceramica sobre
e sob o solo escavado. A profundidade que o presente estudo explorou foi a de 0-30cm, que
consiste nos horizontes A e AB, diferindo entre os sitios, com varia¢do de coloragdo entre trés
tons da tabela de Munsell: 10YR 2/1 (BLACK); 10YR 3/1 (Very Dark Gray); 10YR 3/2
(Very Dark Graysh Brown) (REBELLATO, 2007). Em cada sitio foram encontrados
diferentes usos do solo, sendo que a cobertura vegetal comum a todos os locais € a capoeira,
como estd ilustrado na Tabela 1.Exceto o Barroso, todas as dreas ja foram estudadas pelo
Centro de Arqueologia dos Biomas da Amazodnia (CABA), que disponibilizam mapas detalhados da

topografia e localizacdo das manchas de terra preta.
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Tabela 1 - Relacdo das dreas estudadas e suas caracteristicas. (Nakamura, F.M.)

Uso terra/area Hatahara Acutuba Laguinho Lago grande Barroso

Abandono da area 12 anos 10 anos 20 anos 20 anos 40 anos
Estudado CABA Sim Sim Sim Sim Nio
Profundidade TPA | >100cm >20cm 15¢m 20cm 20cm

Capoeira X X X X X
Floresta secundaria - - - X X
Cana X - - - -
Pastagem X - - - -
Mamao - X X - -
Hortalicas - X - - X
Mandioca - X - - -
Melancia - - - X -
Citros - - X - -
Banana X - - - X

2.2.2.1. Sitio Costa do Acutuba (Acu)

O sitio Costa do Acutuba estéd localizado no municipio de Iranduba - AM, Brasil, nas
coordenadas 03°05.829°’S 60°21.340°0O, na margem direita do rio Negro. Possui
aproximadamente 90 ha de 4rea e foi ocupado em pelo menos quatro episédios distintos desde
0 mais antigo relatado na regido amazonica de 300 AC na Fase Acutuba, passando pela Fase
Manacapuru (século IV ao século IX DC), a Fase Paredao (séculos VII ao XIII DC) até a Fase
Guarita (séculos IX ao XVI DC) (CABA, 2012). Atualmente a superficie do sitio é coberta
por dreas de cultivo de mamao, mandioca e hortalicas e de capoeira (CABA, 2012). Pelos
relatos dos moradores da regido, a capoeira estd abandonada hi cerca de 10 anos. Na
avaliacdo local no momento da coleta dos horizontes de Terra Preta, pode-se observar que o
solo era bem arenoso, pois a drea € proxima a praia, e que os horizontes A e AB condizem
com a profundidade de 0-20cm. Logo depois se observou que o solo tornava-se um
acinzentado claro, muito provavelmente repleto de silte proveniente do solo logo abaixo.

2.2.2.2. Sitio Hatahara (Hat)

O sitio Hatahara estd localizado no municipio de Iranduba — AM, Brasil, sobre um
terraco adjacente a varzea da margem esquerda do Rio Solimdes. Possui 1,6 ha onde
atualmente € composto por dreas de cultivo de mamdo, banana, manga, cana-de-agicar, de
pastagem e de capoeira. Tal capoeira é dita por estar abandonada ha cerca de 12 anos. Na
superficie é visivel uma alta densidade de material ceramico. O sitio teve 4 ocupagdes
distintas desde 300 AC a 1500 DC: Fase Acutuba (séculos I AC e I AD), Fase Manacapuru
(século IV ao século IX DC), a Fase Paredido (séculos VII ao XIII DC) e a Fase Guarita



27

(séculos IX ao XVI DC) (CABA, 2012). Durante uma das ocupagdes, fase Pareddo, foram
construidos monticulos artificiais formados pelo acimulo de terra preta e cacos de ceramica.
Um desses monticulos recobre um cemitério de onde foram exumados 25 sepultamentos
(CABA, 2012). As coordenadas compreendem: drea de capoeira 03°16.494°S 60°12.340°0O;
area de pastagem 03°16.516°S 60°12.275°0; e drea de cultivo de cana-de-agucar 03°16.514’S
60°12.288°0. Na avaliacao local no momento da coleta dos horizontes de Terra Preta, pode-se
observar que os horizontes O, A e AB condizem com a profundidade de 0-30cm e se estendia
por mais centimetros, podendo chegar a mais de 1m de profundidade. Nao se chegou ao
horizonte B, classificado em Oxisols (O'NEILL et al., 2009), os Latossolos segundo SIBCS
(Embrapa, 2013).

2.2.2.3. Sitio Laguinho (L)

O sitio Laguinho estd localizado no municipio de Iranduba - AM, Brasil, nas
coordenadas 03°16.883’S 60°07.762°0O, sobre um terraco na calha do rio Solimdes e ¢é
banhado pelo lago do Iranduba e pelo igarapé Peixe-boi. Possui aproximadamente 8,2 ha de
extensdo. Nele, foram identificados fragmentos cerdmicos dos quatro conjuntos identificados
na regido: Fase Acutuba (século IV AC até o século IV D C), a Fase Manacapuru (século IV
ao século IX DC), a Fase Paredio (séculos VII ao XIII DC) e a Fase Guarita (séculos IX ao
XVI DC) (CABA, 2012). Atualmente sua superficie é utilizada para o cultivo de citros e
mamao e também possui capoeira. Pelos relatos dos moradores e pesquisadores da regido, tal
capoeira estd abandonada ha cerca de 20 anos. Na avaliagio no momento da coleta, pode-se
observar que o horizonte A e AB sao bem superficiais condizendo com a profundidade de

0-15cm. Logo depois j4 se viu o horizonte B de coloragdo clara e amarelada do solo original.

2.2.2.4. Sitio Lago Grande (LG)

O sitio Lago Grande estd localizado no municipio de Iranduba-AM, Brasil, nas
coordenadas 03°13.799’S 60°16.150°0O, sobre uma de duas peninsulas entrecortadas que
comportaram sitios pequenos, estratégicos e sazonais.Possui cerca de 200 ha atualmente
coberto por mata secundaria e média (capoeira). A primeira ocupacdo ocorreu entre os séculos
I AC e I DC na Fase Acutuba. A segunda ocorreu entre os séculos VII e XII DC na Fase
Paredao. Esta segunda ocupacdo formou uma aldeia em forma de ferradura, com as casas
dispostas ao redor de uma praga central. Durante o final da ocupacdo da aldeia, foi construida
uma vala defensiva no istmo que conecta a terra firme a peninsula onde esta o sitio. Algumas
décadas apds a construgdo da vala, o sitio foi abandonado (CABA, 2012). Atualmente grande
parte do sitio é coberta por floresta secunddria que estd abandonada ha cerca de 20 anos. Na
avaliacdo local no momento da coleta dos horizontes de Terra Preta, pode-se observar que os

horizontes A e AB condizem com a profundidade de 0-20cm e que logo abaixo o solo é
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avermelhado, sendo classificado em Oxisols (O'NEILL et al., 2009), os Latossolos segundo
SIBCS (Embrapa, 2013).

2.2.2.5. Sitio Barroso (Bar)

O sitio Barroso ndo foi estudado até o momento pela equipe de arqueologia do CABA,
nao havendo disponibilidade de mapas topograficos para este sitio bem como nao ha estudos
arqueoldgicos de datagdes das ceramicas para indicar quando ocorreram as ocupagdes
indigenas nesta area. O sitio estd localizado no municipio de Iranduba — AM, Brasil, nas
coordenadas 03°15.770°S 60°06.023°0O. Esta coberto por cultivos de banana e hortalicas e de
floresta secundaria. Pelas informagdes de trabalhadores deste local, a drea coberta por floresta
secunddria estd abandonada ha cerca de 40 anos. Na superficie do solo observam-se inimeros
artefatos de ceramica e o solo possui alta concentracdo de laterita. No momento da coleta,
identificam-se os horizontes A e AB como na profundidade de 0-20cm e logo abaixo hd um
solo avermelhado, sendo classificado em Oxisols (O'NEILL et al., 2009), os Latossolos
segundo SIBCS (Embrapa, 2013).

2.3. Compostos dos solos

2.3.1. Matéria organica do solo (MOS)

O termo “matéria organica do solo” (MOS) refere-se ao conteido total de matéria
organica, incluindo a biomassa (WAKSMAN, 1936). A MOS ¢ definida por células da biota
(microrganismos, fungos, plantas e animais) vivas ou mortas em varios estigios de
decomposic¢do, estando na liteira ou incorporados ao solo juntamente com os metabodlitos dos
organismos da MOS (exsudatos das raizes jovens, secrecdes das raizes, lisados, mucigel,
gromalina); derivados da decomposicdo (substancias nao himicas e himus), ou de processos
abidticos (carvao vegetal, o biocarvao); pluviolixiviados (acdo do dcido carbdnico da chuva
no carregamento de constituintes organicos da superficie da parte aérea das plantas ao solo);

residuos organicos (agricola, urbano ou industrial).

Da porcentagem de MOS dos solos, uma parte é estdvel em forma de himus
(65-90% da MOS total); ha outra parte de MOS que é decomponivel (10-40%) e desta parte
decomponivel fazem parte os organismos vivos (20-40% da MOS decomponivel). Assim, 1-
4% da MOS total do solo é composta por microrganismos, dentre Bacteria e Archaea (30%
dos organismos); fungos pluricelulares (50%); leveduras, algas, protozodrios, nematdides

(10%); acaros, colémbolos e outras formas diminutas de artropodes (10%).
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A coloragdo escura geralmente indica a alta presenca de MO devido as fracdes maiores
de 4cido himico e principalmente humina. Tal propriedade confere maior aquecimento do

solo e consequente maior atividade microbiana.

Microrganismos presentes na MOS podem ser simbiontes da rizosfera ou de vida livre
e agregados as particulas de solo, principalmente as de argila. Os fungos podem ser
simbiontes (fungos micorrizicos arbusculares - FMA) ou livres. As plantas da MOS podem
ser raizes, troncos, folhas. Os animais da MOS podem ser desde a microfauna (4 - 100 pum)
até a macrofauna (> 2 mm), definidos por serem animais que vivem toda a vida ou parte dela
no solo. Toda a biota apresentada participa direta ou indiretamente dos processos
biogeoquimicos, atuando na assimilacdo de gases e nutrientes, conversdo de moléculas
organicas e decomposi¢cao da matéria organica, alterando as propriedades fisicas e bioldgicas

do solo.

Quanto aos metabdlitos existentes, os exsudatos sdao compostos com grande
diversidade quimica, baixa massa molecular, soliveis em &4gua, ou carboidratos do
extravasamento de citoplasma (moléculas perdidas por osmose pela baixa umidade do solo).
Secrecdes sdo compostos com alta massa molecular. Lisados sdo compostos resultantes da
lise das células epidérmicas da raiz. O mucigel é a regido complexa entre raiz e solo composta
de coldides minerais e organicos, células bacterianas e seus produtos metabdlicos
(mucilagem), com microrganismos aderidos aos glicopolissacarideos da raiz. A gromalina é a
substancia produzida nas hifas dos fungos altamente presentes nos solos sadios que ligam as
particulas de argila, formando também os agregados. As enzimas existentes no solo
produzidas por microrganismos ou plantas apresentam um importante papel na sua fertilidade,
sendo capazes de solubilizar nutrientes em formas estdveis, tornando-os disponiveis para a
assimilacdo pelas plantas (TEIXEIRA et al., 2009).

Quanto a distribuicdo de MO nos solos, podem ser organossolos ou antropossolos
(como as Terra Preta de Indio) em que a distribuicio é mais homogénea; ou em que hd um
limite superior da concentragdo de MO e abaixo apenas particulas de argila, areia e silte; ou
uma camada definida de MO entre fracdes minerais; ou o perfil geral dos solos tropicais em
que a porcentagem de MO vai decrescendo conforme a profundidade. H4 solos tropicais que
possuem 1-2% de MOS dentre o restante de fracdo mineral, diferente do encontrado em

outros tropicais (5% de MOS), havendo ainda solos tropicais com 20% de MOS.

A degradacdo da MO resulta em material decomponivel em diversas formas. A
entrada de material organico no solo se dd pelo processamento de C (material na superficie do
solo, gases, erosdao e pluviolixiviacdo) pelos organismos do solo em que macro, meso e
microfauna degradam o bruto e disponibilizam material (fragdes menores, coprolitos) para a

acdo dos microrganismos. Estes necessitam de N por ser fator limitante na oxidacdo
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enzimadtica e que além do solo, procuram nas células das plantas (tanino proteina), ocorrendo

a oxidacao enzimadtica e/ou fermentacao metanogénica das drqueas para poder incorporar o C.

2z

No todo, 60-80% do C que entra no solo € eliminado como gias CO,, 15-20% ¢
transformado em substincias ndo-hdmicas e hdmicas, e 3-8% do C € imobilizado pela

biomassa microbiana.

A decomposicio da MOS pelos microrganismos depende do material a ser
decomposto que pode variar do l4bil ao recalcitrante: acucares, hemicelulose, celulose,
lignina, acidos graxos, polifendis. No caso da celulose e mais ainda da lignina, além da
caracteristica bioquimica, a estrutura molecular ramificada e sua organizacdo em fibras

confere maior resisténcia a degradagao.

Assim, a MOS ¢€ classificada por MO ativa, lenta e passiva. A fracdo ativa consiste na
biomassa microbiana; na liteira, que fornece energia para os organismos do solo e protege a
superficie do solo contra a degradacdo fisica (STEVENSON, 1994); além da MOS da fracao
leve livre, que se trata de carbono acessivel aos microrganismos, a qual encontra-se entre os
agregados do solo e pode ser rapidamente degradada pela biota do solo. A fra¢do lenta
consiste em residuos organicos parcialmente decompostos da fracdo leve intra-agregada, que
estd nos agregados estdveis protegida da decomposi¢do pela estrutura do solo e € degradada
mais lentamente pela biota do solo. Essa fracdes ativa e lenta representam cerca de 5 -35% do
carbono total do solo e tem a fun¢@o de fornecer energia para os organismos do solo, além de
nutrientes para as plantas através do processo de mineralizacdo. A degradacdo final de
carboidratos, ceras, resinas, proteina, lignina, 4dcidos graxos, 4cidos huimicos resultam na
fracdo lenta ou recalcitrante, dentre elas carvdes, macromoléculas saturadas, humina e dcidos

humicos pertencentes as substincias himicas.

Lignocelulose .
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Figura 3 - Ciclo do carbono no solo tropical de TPA. Adaptado de Tuomela et al. (2000)
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2.3.2.Substancias himicas (SH)

As SH distinguem-se no solo ou em sedimentos em razdo de apresentarem
caracteristicas diferentes dos compostos que lhes deram origem (TEIXEIRA et al., 2009).
Elas sdo uma mistura de moléculas estabilizadas por forcas fracas (interagdes hidrofébicas,
pontes de H, forcas de van der Waals), possuindo um nticleo com partes hidrofébicas e o
exterior com partes hidrofilicas. Em grande parte, sdo formadas por reacdes secunddrias de
sintese, assim, organismos vivos nao as produzem diretamente. Em geral as SH, representam,
aproximadamente, 70% do C total do solo. Por isso, exercem grande influéncia sobre as
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, e conseqiientemente, tem grande influéncia sobre os
atributos de fertilidade (TEIXEIRA et al., 2009). Dentro da fra¢do das substancias hiimicas,
diferenciamos quatro fracdes principais: humina (fracao instdvel em meio aquoso, associada a
fase mineral do solo), 4cidos hiimicos (compostos aromdticos e carbonila de coloragdo escura,
condensados e estaveis, soliiveis em meio bésico e insoldveis em solucdo dcida,associados a
macromoléculas de alta massa molecular), 4dcidos filvicos (compostos alifaticos, soliveis) e
acido himatomelanico (soldveis em alcool) (TEIXEIRA et al.,, 2009). Assim, os acidos

hdmicos sdo relativamente mais recalcitrantes.

As TPAs, além de terem maior proporcdo de carbono na fragdo acidos himicos,
contrariamente aos solos ndo antrépicos, t€m uma maior proporcdo de carbono na fragcao
acidos fulvicos e 50% do carbono total é carbono ndo oxidadvel, o qual € mais estavel e
consequentemente tem um tempo de persisténcia maior no solo. Assim, as Terras Pretas
possuem fragdes hiimicas quimicamente mais estdveis em fun¢do da maior presenga de
grupamentos aromaticos, do maior grau de polimerizagdo e menor suscetibilidade ao ataque
microbiano (TEIXEIRA et al., 2009).

Os 4cidos hiimicos (AH) s@o uma das fracOes mais importantes da matéria organica e
téem papel fundamental na sustentabilidade das fungdes do solo, como na acumulagdo de

carbono e na retenc¢ao e disponibiliza¢ao de nutrientes para as plantas.

Estudos demonstram que existe correlagao positiva entre AH de Terra Preta com a CTC
do solo e soma de bases, atributos da determinacdo da fertilidade do solo, pois os AH sdo
estaveis a decomposi¢do e lixiviacdo, além de formar complexos organometdlicos, que
favorece a acumulacdo de C organico no solo. A maior diferenca dos AH de Terra Preta em
relacdo aos solos ndo antrépicos € que sua origem estd nos fragmentos de carvao altamente
abundantes nas Terras Pretas, visto que a maior parte do C de Terra Preta estd em moléculas
arométicas de AH. Assim, os AH de Terra Preta herdaram parte de sua estrutura do carvao
que foi incorporado e transformado por um longo periodo de tempo contribuindo, assim, para
a melhoria das propriedades quimicas e fisicas do solo, e, conseqiientemente, para a formacao
de solos de maior potencial produtivo. Deste modo, os dcidos humicos das Terras Pretas sdo

mais resistentes a termo-degradacdo, sendo mais estaveis €, a0 mesmo tempo, possuem maior
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reatividade quimica, do que os 4cidos humicos de solos adjacentes ndo antrépicos. Assim,
pelas suas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais, tdo desejadas em ambientes tropicais,
possibilitam uma maior acumulacdo de carbono e maior fertilidade e produtividade aos solos
na mesma regido, em que os desprovidos dessa matéria organica sao, muitas vezes, obstaculos
a producdo agricola sustentdvel (TEIXEIRA et al., 2009).

2.2.3. Biocarvao

Em muitos solos tropicais s@o encontrados pequenos fragmentos de carvao resultantes
de queimas naturais ou de origem antrépica. Quando estdo na forma de fragmentos muito
pequenos, os carvdes absorvem compostos organicos soluiveis, retém dgua e podem servir

como abrigo para microrganismos do solo (BENITES et al., 2005).

A pirdlise parcial da matéria organica de lignocelulose (MEIRA, 2002) que ocorre por
volta de 180°C (ROHDE, 2007) é uma forma de surgimento de biocarvdao e,

consequentemente, de hidrocarbonetos aromaticos.

Na combustdo que leva ou ndo a produgao de carvao, existem os termos pirdlise e o
queima. A pirdlise se refere ao processo de combustio que deixa residuos de carbono, ou seja,
0 carvdo. J4 a queima € o processo de combustdo que consome a totalidade do carbono
organico existente no material, evaporando CO, e dioxinas, restando apenas cinzas, formadas
por compostos inorganicos (PEACOCKE; JOSEPH, s/d). Assim, na pirdlise ocorre a
desmineralizacido e retirada de atomos de H e O ficando o residuo predominantemente
composto de ligacdes de C condensadas e resistentes, as unidades aromaticas (6C em
ressonancia), com concentragdes de C entre 70 e 80%. Estas podem ser unicas ou inimeras,
como as poliaromdticas. Na pirdlise parcial do material vegetal também sdo formadas cinzas,

dioxinas e compostos clorados.

O residuo originado, o carvao, € um s6lido de colorac@o negra brilhante, poroso, fridvel,
composto por cinzas, materiais volateis condensados e carbono fixo (WENZL, 1970). Sua
forma molecular se resume a estruturas parecidas com grafite (pequenos agrupamentos
aromadticos reticulados que formam folhas maiores) (MAIA; MADARI; NOVOTNY, 2011),
sendo "compostos de grafite" ou grafeno, que diferem em suas ligagdes com grupos

funcionais podendo ser classificados em diferentes tipos de compostos aromaticos.

O teor de cinzas do carvao corresponde ao residuo de 6xido-minerais apds combustao
(MEIRA, 2002). O teor de carbono fixo corresponde ao carbono que permaneceu intacto apos
a combustdo e se apresenta em porcentagem maior em relagdo ao material orgadnico original
(MEIRA, 2002), sendo proporcional ao teor de lignina na madeira (COLLET, 1955) pelo
conceito de que madeira com maior presenca de materiais de natureza aromadtica, como

extrativos e a lignina, resultard em um carvdo mais denso, com maior poder calorifico
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(OPARINA2 etal., 1971, apud BRITO; BARRICHELO, 1977) e mais resistente em termos de
propriedades fisico-quimicas (SATANOKA, 1963). Na inddstria, o teor de carbono fixo
(TCF) € indicador de qualidade por queimar mais lentamente (MEIRA, 2002).

E conhecido por diversas denominagdes: carvdo vegetal, carvdo orgéanico, biocarvio
(biochar), carbono pirogénico.

O termo biocarvao foi primeiro utilizado por Karaosmanoglu e colaboradores (2000) e
por Demirbas (2004) para restringir o carvdo vegetal que é utilizado no solo e que
proporciona beneficios a este e a0 meio ambiente, como o sequestro de carbono (LEHMANN;

JOSEPH, 2009) e a produgdo vegetal.

O termo black carbon designa todos os residuos de incineracao ricos em carbono. O
carvao vegetal pode ser denominado char que € o resultado de queimadas; ou de charcoal,
que é o carvao produzido para ser combustivel. Ainda hd o carvao ativado, um char
processado por vaporizacdo, ou agentes quimicos, a altas temperaturas (>700°C) (BOEHM,
1994) para aumentar sua microporosidade e poder ser usado como agente filtrante,

descontaminante e catalisador.

Deste modo, o biocarvdao que nos referimos neste trabalho € um char produzido por

pirdlise que atua na promog¢do do bem ambiental.

Cada solo possui um histérico de pedogénese, uma vez que rochas matrizes diferentes,
e fatores de modificacdo abidticos e bidticos, incluindo o antrépico, modificam
diferentemente este ambiente. Em relacdo ao carvao, isto também € vdlido, uma vez que
diversos materiais organicos podem sofrer pirélise com diferentes condi¢des de temperatura e
tempo e originar carvoes de tamanhos, poros e de concentragdes diferentes de hidrocarbonetos
arométicos. Além da acdo do meio que pode modificar os carvdes em relagdo ao seu tamanho

e dinamica no solo.

Os fragmentos de biocarvao s@o as estruturas mais recalcitrantes da MOS. Embora as
formas de prote¢do do biocarvdo e a sua estrutura quimica ainda ndo sejam completamente
compreendidas, a maior estabilidade do biocarvdo deve-se a sua estrutura poliaromatica,
composi¢dao molecular e morfologia que variam conforme sua origem (POIRIER et al., 2000),
sendo resistente a oxidagdo termal, quimica e foto-oxidacdo (SKJEMSTAD et al, 1996),
resultando em AH altamente aromatizados.

A presenca de fragmentos de carvao no solo se deve a historicos de incéndios naturais
ou provocados, como por exemplo, os solos brasileiros de Cerrado (ROSCOE et al., 2001),
ambientes rupestres altimontanos (BENITES et al., 2005) e os solos antrépicos da Amazdnia,

como as TPA. As queimadas em sistemas florestais e agricolas, com consequente producao de

2 OPARINA, L. V. et al. Sb. Tr. Vses. Nauch.-Issled. Inst. Gidroliza Rast. Mater., v.19, p. 176-86, 1971.
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carvao frequentemente exercem importantes efeitos sobre a fertilidade dos solos (WARDLE
et al., 1998; KLEINMAN et al., 1995). O carvio ocorre no solo de Terra Preta tanto na forma

protegida quanto na desprotegida.

Sua incorporac@o no solo € parte importante do sequestro de carbono (SCHMIDT et
al., 2000; GLASER et al., 2001; MASIELLO, 2004) por as partes oxidadas de sua superficie
produzirem grupos carboxilicos ou outros grupos funcionais com carga liquida negativa, o
que pode ser a razao da elevadas trocas catidonicas (CTC) (NOVOTNY et al., 2009), do pH
mais baixo das TPAs (GLASER et al.,, 2003) e da maior acidez total da MOS. Siao
caracteristicas que proporcionam a interacdo da MOS em agregados, além da influéncia na

percolagdo da dgua, reduzindo a lixiviacao dos nutrientes no solo.

Liang et al. (2006) por meio de espectroscopia de adsorcdo de raio X de estruturas
finas (NEXAFS) observaram que as particulas da superficie do carvdo se apresentavam
oxidadas, o que indica a presenca de material organico adsorvido. Em adicdo, ocorre retengdao
de 4gua pela estrutura porosa do carvao que consiste em 70-80% do seu volume (Figura 4),
além de os fragmentos de carvao modificarem a profundidade, textura, estrutura, porosidade e
consisténcia do solo pelas influencias da drea de superficie do biocarvdo no tamanho dos
poros, distribuicdo das particulas, alterando a agregacdo e densidade do solo. Assim, a

profundidade de penetragdo € alterada.

Conforme Mccann et al. (2001) e Glaser (2007), a quantidade de matéria organica
estavel, ou seja, substancias himicas ou carvao, € até trés vezes superior nas TPAs em relagcdo
aos solos adjacentes, correspondendo a em torno de 35% da matéria organica presente no
horizonte A (GLASER et al., 2000) das TPAs, pela alta presenca de matéria organica
decomposta e de carvao vegetal ou organico, sendo proporcional ao conteido de argila. Nos
solos adjacentes o carvdo corresponde a apenas 14% da matéria organica (GERMANO,
2011), onde ocorre rapida decomposicdo pelas altas temperaturas, precipitacdo elevada e

deficiéncia de minerais.

Além disso, a umidade do carvao e existéncia de matéria organica e grupos funcionais
adsorvidos sugerem que fragmentos de carvao no solo podem consistir em um microhabitat
para os microrganismos (PIETIKAINEN et al., 2000; ZANETTI et al., 2003) que podem ser
benéficos a lavoura (ZANETTI et al., 2003).

Assim, o biocarvao e o himus na interagdo com particulas de argila sdao aspectos que
impactam positivamente o crescimento vegetal, proporcionando aos solos de TPA
caracteristicas de um ambiente eutréfico (BRADY;WEIL, 2008).

Como exemplo pratico, o carvao peneirado na granulacdo de 2 a 5 mm, umedecido
com solu¢do de extrato pirolenhoso € utilizado em culturas no Japdo como fertilizante
organico com excelentes resultados no desenvolvimento radicular nas culturas de arroz
(TSUZUKI et al., 1989), acticar (UDDIN et al., 1995), batata doce (DU et al., 1998) e melao
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(DU et al., 1997). Outros estudos avaliaram o efeito da adubacdo com carvao sobre as
propriedades fisico-hidricas e quimicas do solo (GLASER et al., 2002).

Figura 4 - Imagem de microscopia eletronica de varredura (MEV) de fragmento de carvéo cedida por Mateus de

Souza Terceti, citado por Germano (2011)

Desse modo, a alta concentragdo de carvao vegetal nos solos de TPA pela sua
pedogénese antrdpica pode ter contribuido para a formag¢do de comunidades microbianas
nesses microhabitats, de processos biolégicos importantes ao solo, promog¢do de resisténcia
aos intemperismos, concentracdo de nutrientes, alta fertilidade do solo e consequente
produtividade agricola e sustentabilidade (GLASER et al., 2003; STEINER et al., 2004).

Apesar de se saber que comunidades microbianas respondem de forma complexa ao
fogo e ao carvao vegetal (PIETIKAINEN et al., 2000) e de quais grupos bacterianos estao
presentes no microhabitat (CANNAVAN, 2011), a interacdo dos microrganismos com o
carvao necessita de mais estudos envolvendo o papel do carvao e suas comunidades
microbianas na manuten¢do das propriedades fisicas, quimicas e das caracteristicas biolégicas
dos solos TPA (GERMANO, 2011).

Como, por exemplo, é importante ecologicamente se estudar a diversidade funcional
de grupos microbianos diretamente envolvidos nos ciclos biogeoquimicos e no caso, €
necessdrio avaliar o papel dos solos TPA e do carvdo pirogénico na manutencdo de
comunidades bacterianas que atuam em processos especificos no solo. O resultado de tais
estudos seria o uso de residuos vegetais carbonizados como condicionadores do solo no Brasil
(STEINER et al., 2004) e para efeitos supressivos (MENDES et al., 2011).

A alta atividade bioldgica observada nas TPAs sugere que a transformacdo dos
residuos da carbonizagdo deve ser mediada por organismos, seja pela acdo direta sobre o
carvao, ou ainda pela liberacio de enzimas capazes de transformar quimicamente esses
substratos (BENITES et al., 2009).

Além da conformacdo molecular e estrutural do carvdo, os bio-6leos sdo cogitados
como influentes na biota dos carvdes. Estudos relatam que os bio-6leos sdo liberados na
pirdlise (MAGGIAND DELMON, 1994; BRIDGWATER; BOOCOCK,1997; GUAN, 2004),
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porém ha poucas andlises sobre a residéncia de moléculas organicas na superficie do
biocarvao. Estudos de Schnitzer et al. (2007) identificaram bio-6leos como pertencendo a seis
grupos: n-heterociclicos como metil e etil pirrol substitutos, pirimidina, pirazinas e pteridina;
furanos substitutos;fenol e fenois substitutos; benzeno e benzenos substitutos; carbociclicos e
alifaticos. O alcanos variaram de 7C a 19C. Alguns desses compostos como buteno siao
conhecidos como importantes germinadores para espécies nativas (DIXON?, 1998, apud
LEHMANN; JOSEPH, 2007), ou como promotores de crescimento de microrganismos, como
os sesquiterpenos (AKIYAMA; HAYASHI, 2006) ou os conhecidos como smoke vinegar que
possuem propriedades biocidas (GUANY, 2004, apud LEHMANN, JOSEPH, 2007).

2.4. Diversidade microbiana dos solos de Terra Preta de Indio

Os seres vivos dividem-se em trés dominios eucariotos - Animalia, Plantae, Fungae-
em dois dominios procariotos— Bacteria € Archaea. Os microrganismos eucariotos e
procariotos compreendem a maior parte da biota terrestre (LAMBALIS et al., 2005), sendo que
Whitman et al. (1998) constatou uma distribui¢ao de 2-3% nas dguas dos oceanos; 4,5-6,5%

no solo e a vasta maioria na sub-superficie da Terra (LAMBALIS et al.,2005).

O dominio Bacteria compreende 25 filos e o dominio Archaea, 23 filos (GARRITY;
BELL; LILBURN, 2004). Os autores Lewinsohn e Prado estimaram em 2002 que no Brasil
existia entre 300 a 450 espécies de bactérias conhecidas, e no mundo, o nimero seria de
4200 espécies de bactérias. Isso demonstra a necessidade de mais estudos para desvendar a
diversidade microbiana.

Os microrganismos do solo sdo fundamentais para a persisténcia da fertilidade
conforme demonstrado em levantamento sobre as comunidades microbianas em quatro solos
de TPAs e adjacéncias (O’NEILL et al., 2009). Sao essenciais para o funcionamento dos
ecossistemas por suas atividades fragmentadoras e decompositoras da matéria organica,
disponibilizadoras de nutrientes, na remogao de toxinas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2002), atividades supressoras de patdégenos, dentre outras. H4 uma
notdvel diversidade metabdlica e adaptabilidade genética nos microrganismos (KURTBOKE;
SWINGS; STORMS, 2004), o que os torna uma importante fonte de recursos genéticos que

na bioprospec¢ao serdo de grande valia para o avango tecnolégico.

A alta presenca de material organico e a grande atividade bioldgica indicam que ha uma
alta diversidade microbiana nas TPAs, constituindo numa fonte de germoplasma microbiano

(TSAI et al., 2003). Ainda sdo poucas as informagdes sobre a fun¢do da biodiversidade na

? Dixon, K. 1998. Smoke Germination of Australian Plants, RIRDC report (98/108, KPW-1A), Kings Park
and Botanic Garden Plant Science Division, Perth, Australia.

* Guan, M. 2004. Manual for Bamboo Charcoal Production and Utilization. Bamboo Engineering Research
Center, Nanjing Forestry University, China.
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fertilidade destes solos. Os maiores estudos em TPAs estdo voltados aos aspectos geoldgicos,
antropolégicos, e atualmente os aspectos bioldgicos como a diversidade microbiana e estudos

de bioprospeccao estdao sendo feitos.

Nas TPAs os fungos e bactérias atuam na liteira para decomposicao a fim de garantir a
incorporacdo dos elementos minerais no solo. Rhizobium, Proteobacteria, Actinobacteria,
fungos micorrizicos e solubilizadores de fosfato sdo microrganismos do solo que tém
importancia no desenvolvimento das plantas, dentre outras fun¢des (FARIAS; OLIVEIRA,
1994).

Pode ser que alguns microrganismos das TPAs s3o capazes de atuar na sintese das
substancias himicas de forma mais eficiente que outros microrganismos encontrados em
solos adjacentes, o que pode ter contribuido para a conformacdo do solo. A alta presenca de
compostos complexos de carbono pode selecionar os que possuem genomas com mecanismos

especificos que os permitem sobreviver em meio a esses substratos.
2.4.1. Diversidade microbiana no biocarvao

O carvao como microhabitat € uma abordagem recente que ainda nao foi totalmente
esgotada e mais estudos sao bem-vindos na busca por microrganismos com elevado potencial
biotecnoldégico. Nos trabalhos relacionados estd o de Navarrete et al. (2010) que estudaram a
diversidade de fragmentos de carvio de TPA e observaram a predominancia dos filos
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Verrucomicrobia e Bacteroidetes,
sendo as Actinobacteria mais abundantes em carvao em relacdo aos solos de TPA. O trabalho
de Cannavan (2011) corrobora a predominancia dos filos de Proteobacteria, Firmicutes e
Actinobacteria, trazendo a informacao quantitativa de que este ultimo filo constitui 20% da

diversidade, e adiciona o género Crenarchaeotae de Archaea a diversidade.

O trabalho de Khodadad et al. (2011) indica que solos tratados com carvao vegetal
tiveram um aumento na abundincia de Actinobacteria e Gemmatimonadales, indicando a

estreita relagdao do biocarvao com determinadas comunidades microbianas.

Germano (2011) estudou os degradadores de compostos aromdticos, de suma
importancia para viabilizar a descontaminagdo biolégica de ambientes (biorremediacio), que
implica em diminuicdo de gastos e menor impacto ambiental em relacdo aos processos de
remediacdo quimica e fisica. O estudo por meio de bibliotecas gendmicas resultou em muitas
sequéncias de Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes, grupos bacterianos altamente
ditos como biodegradadores e neste caso, confirmam a capacidade de degradar e utilizar o
substrato do carvao das TPAs.

Os trabalhos mostram uma alta diversidade de bactérias presentes no carvao vegetal dos

solos de TPA e de utilizagdao do substrato abundante no carvao, os compostos arométicos.
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Hifas de fungos estio na Lomante verde indica presenca de
superficie de uma particula de organismos vivos

C-pirogénico

Figura 5 - Imagens por microscopia fluorescéncia (a) e microscopia confocal (b) demonstram a presenca de
microrganismos vivos na superficie do carvao Fonte: Grossman et al. (2006)

2.5. Biodegradacao de hidrocarbonetos

Hidrocarbonetos sdo compostos formados por carbono (C) e hidrogénio (H), podendo
haver atomos deoxigénio (O), nitrogénio (N) ou enxofre (S), dando origem a diferentes
compostos de outros grupos funcionais. Sdo também conhecidos por hidrocarburetos,
carboidretos, carbetos, carburetos ou carbonetos de hidrogénio. Estdo presentes na
constituicdo da matéria organica de origem vegetal e animal como na superficie cerdcea das
folhas, dleos vegetais, componentes de fito e zooplancton, cuticulas de insetos e lipideos de
microrganismos, além de serem os principais constituintes do petréleo e de produtos
derivados do d6leo, e originam-se da diagénese de precursores naturais, como compostos
organicos esterdides, da erosdo de sedimentos continentais e da exsudacdo de petrdleo a partir
de fendas oceanicas (UNEP, 1991).

A importincia da transformacdo quimica destes materiais se deve as suas altas
concentracoes serem ameacadoras a saide animal. A interacdo quimica com organismos vivos
€ maléfica e estd relacionada a intoxicagao, ocorréncia de mutagdes genéticas e cancer. Em
relagcdo aos alcanos, outra necessidade de transformagao quimica é devido ao impedimento da
sua quebra e plena utilizacdo deste material pela industria sucroalcooleira, que levaria a um
maior rendimento e produ¢do de bioetanol de 2* geracdo, além dos acimulos deste material

nos tanques da industria petroleira, que compromete seu funcionamento.

O tratamento biolégico de solos contaminados com hidrocarbonetos ¢ uma alternativa
ao tratamento fisico-quimico, porque oferece vantagens potenciais como a destruicao
completa do poluente e baixo custo (VIDALI, 2001). A biorremediagdo ocorre através de

atividades enzimaticas de microrganismos (bactérias, drqueas e fungos), os quais utilizam o
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carbono dos compostos para obtencdo de energia, possibilitando seu crescimento e

sobrevivéncia.

A forma de biorremediacdo mais atrativa em termos econdmicos e de eficicia € a
estimulacdo da microbiota degradadora existente no ambiente por meio de temperaturas
Otimas e fornecimento de nutrientes de inicializacdo e elétrons aceptores, ou seja, a
bioaumentacdo (MROZIK; PIOTROWSKA-SEGETB,2010).

Os principais substratos organicos nas reacdes de biodegradacdo por microrganismos
sdo os hidrocarbonetos, sendo degradados principalmente por bactérias e fungos. Embora
amplamente presentes nos ecossistemas terrestre e aqudtico, a fracdo total da comunidade
heterétrofa representada por bactérias e fungos que utilizam hidrocarbonetos € altamente
variavel, com frequéncias de 6% a 82% para fungos do solo; 0,13% a 50% para bactérias do
solo e 0,003% a 100% para bactérias marinhas. As bactérias s@o conhecidas por possuirem
amplo espectro de utilizacgdo de substratos, tanto hidrocarbonetos saturados,
quanto arométicos. Organismos individuais podem metabolizar apenas uma gama limitada de
hidrocarbonetos, de forma que comunidades microbianas mistas com ampla capacidade
enzimatica sdo necessdrias para degradar misturas complexas de hidrocarbonetos, como o

petréleo bruto (BRITTON, 1984).

A Dbiodegradacdo por microrganismos € um mecanismo de adaptagdo para a
sobrevivéncia da comunidade microbiana no ambiente com altas concentracdes desses
compostos, uma vez que a transferéncia de genes e a mutacdo sdo essenciais para O
metabolismo de diferentes compostos de carbono (BARKAY; PRITCHARD, 1988; SPAIN;
van VELD, 1983). Assim, muitas pesquisas tem focado na degradacdo bioldgica de
hidrocarbonetos saturados e aromaticos através do metabolismo ou co-metabolismo (PENG et
al., 2008).

A degradacao de hidrocarbonetos por bactérias se deve a genes contidos nos plasmideos
ou no DNA nuclear, ou em ambos (PARK; CROWLEY, 2006). Sao genes que unidos
produzem enzimas compostas que degradam determinados substratos e permitem a utilizacdo
destes como fonte de carbono e energia (LYNCH; HOBBIE, 1988). Os processos de
degradacdo envolve um maquindrio de enzimas: hidroxigenases, dehalogenases,
dehidrogenases e sistema de hidrolases (MISHRA; LAL; SRINIVASAN, 2001).

Entre os muitos microrganismos que sdo encontrados nas TPAs, as bactérias mais
abundantes sdo dos filos Firmicutes, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria e
Actinobacteria (NAVARRETE et al., 2010; GERMANO et al., 2012). Alguns membros
possuem uma infinidade de caracteristicas benéficas para ecologia e economia, sendo também
biodegradadores. Assim, estudos detalhados com esses grupos se tornam necessdrios para

descobrir novas estratégias para usos na biotecnologia, agricultura e farmacia.
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E bastante conhecida a acdo de enzimas catabélicas expressas por espécies bacterianas
filogeneticamente distintas na degrada¢do de compostos biogénicos (por exemplo, a lignina e
compostos celulares), compostos antropogénicos e compostos derivados de reacdes abidticas
(hidrocarbonetos aromdticos gerados em sedimentos por diagénese, entre outros)
(WACKETT, 2004). Entretanto, a grande maioria das enzimas catabdlicas ainda ndo foi
identificada, purificada e caracterizada, embora existam ao menos 10 milhdes de substratos
organicos conhecidos por serem biodegraddaveis. Deste total, apenas 10.000 t€m sido
estudados em relacdo ao microrganismo capaz de metaboliza-lo, e em torno de 0,001% destes

compostos foi caracterizada detalhadamente.

Estudos com isolamento em associacdo com andlises moleculares compreendem a
melhor forma para analisar a fisiologia e filogenia de um organismo. Assim, bioensaios sao
cruciais para constatar a eficiéncia da atividade por meio de condi¢cdes controladas em
avaliacdes laboratoriais (ATLAS, 1995).

2.5.1.Biodegradacao de hidrocarbonetos saturados (n-alcanos)

Os hidrocarbonetos saturados (alcanos, ou parafinas) s@ao moléculas constituidas
somente por dtomos de hidrogénio e oxigénio com ligacdes covalentes simples lineares (n-
alcanos), ramificados (isoparafinas) ou nao (C,Hzp2), ou ciclicos (C,H,,) (cicloalcanos ou
naftenos), possuindo uma estrutura de carbono envolta por &tomos de hidrogénio, com ou sem
grupos funcionais, aos quais se ligam por forcas de van der Waals. As formas linear,
ramificada e ciclica podem estar ligadas, consistindo nos alcanos complexos. Os alcanos
diferem em relagdo a massa molecular, a qual condiz com a quantidade de dtomos de carbono
na molécula e sao classificados em relagdo a quantos carbonos existem (ACD/STRUCTURE
ELUCIDATOR, 2014). O alcano mais simples € o gids metano (CHy4) e a partir dele nao ha

limites para o nimero de C em uma molécula, chegando a um sélido hexacontano (CgoHj22).

Nas condicdes normais de temperatura e pressdo, até CsHjo os alcanos s@o gasosos; a
partir disso até C7Hse os alcanos sdo liquidos e depois disso sao sélidos. Nao sdo muito
reativos por serem apolares, ndo reagem a dcidos ou bases, possuindo pouca atividade
bioldgica em relacdo a outros compostos. Porém, sofrem reacdes de redox com oxigénio e
halogénios quando o C estd na forma reduzida (ligado a H), além de interagirem com

complexos metalicos.

Os alcanos sdo encontrados no gds natural, no 6leo cru (petréleo bruto) e derivados; nos
oceanos sob forma condensada de metano clatrato; na lignina, cuticula e resinas vegetais, nas
ceras e Oleos de folhas e esséncia de flores; componentes de fito e zooplancton; cuticula de
insetos; em feromdnios de animais e insetos, como no almiscar de veados; 6leo de figado de

peixes; na atmosfera como resultado da producdio de metano por microrganismos
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metanogénicos, as Archaea, em locais andxicos e tratos digestivos de monogdstricos, mas

principalmente de ruminantes, cupins € minhocas.

Quando liberados no ambiente, os alcanos nao sao prontamente degradados devido a
inexisténcia de grupos funcionais utilizados pela maioria dos microrganismos.
Microrganismos degradadores de alcanos sdo comumente encontrados em todos os solos,
porém sua abundancia aumenta em solos poluidos por este hidrocarboneto. Dentre eles,
muitas bactérias podem metabolizar alcanos, bem como muitos fungos, porém este substrato
somente seria utilizado como fonte de carbono e energia quando na escassez de outras fontes
(ROJO, 2009). Este consércio de microrganismos € responsavel pela ciclagem de C, dentre

outros nutrientes, nos ambientes naturais.

As bactérias degradam principalmente os alcanos menores e lineares, em que o dtomo
de C das extremidades é oxidado. Os microrganismos acessam o substrato por adesdo as
particulas de alcano ou pela produgdo de surfactantes que facilitam seu processamento para o
interior das células (ROJO, 2009) em dgua. O produto é um dlcool, o qual é oxidado em
aldeido e, na etapa seguinte, em acido carboxilico. Este é entdo metabolizado pelo processo de

degradacao de acidos graxos.

Todavia ha bactérias especializadas, as chamadas hidrocarbonoclastas (GOLYSHINA et
al., 2003). Como a bactéria marinha Alcanivorax borkumensis que pode consumir alcanos
lineares e angulares, porém € incapaz de metabolizar substratos mais simples como
hidrocarbonetos aromdticos, agucares, aminodcidos, gorduras e outras fontes de carbono
(YAKIMOV et al., 1998; SCHNEIKER et al., 2006).

Os genes envolvidos pela degradacdo dos alcanos utilizados nos screenings de bactérias
sd0 os genes responsaveis pela ligacio da membrana de alcano hidrolases de ferro ndo hemo,
os genes da familia alk, os quais conferem a especificidade da enzima ao substrato. Genes das
alcano hidrolases sdo encontrados em alta frequéncia em populacdes microbianas de
ambientes contaminados por 6leo (SOTSKY et al., 1994). Porém, os genes alk ndo sdao os
unicos envolvidos na degradagdo de alcanos, havendo outros sistemas de oxidag¢do de alcanos
ndo relacionados (SMITS et al.,, 1999). Somente poucas enzimas sdo conhecidas na via
metabodlica de degradacdo de alcanos e muitos sistemas com funcdo semelhante ndo foram

caracterizados, sendo desconhecidos.

2.5.2. Biodegradacao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs) formam uma classe de compostos
organicos hidrofébicos que consistem na fusdao de dois ou mais anéis benzénicos em arranjos
lineares a angulares ou em agrupamentos especificos (HABE; OMORI, 2003), e sao

encontrados no ambiente em conseqiiéncia da madeira processada e formacao de carvao, lama
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de petréleo, asfalto, entre outros. Estes contaminantes podem ser téxicos, mutagénicos ou
carcinogénicos, e persistem nos ecossistemas por anos como conseqiiéncia da baixa
solubilidade em 4gua e da adsor¢do em particulas s6lidas.

Hidrocarbonetos aromaticos (HAs) no solo sdo provenientes de diferentes formas.Pode
ser devido aos processos de decomposicao biolégica da matéria organica lignoceluldsica que
originam os dcidos humicos do solo; ou por processos de incineragao incompleta do material

organico lignocelul6sico, restando moléculas recalcitrantes (HARVEY, 1991).

Além disso, as atividades de producao de carvao vegetal, de extracdo e gaseificacao do
carvao mineral e a cadeia de extragdo, transporte, refino, transformagdo e utilizacdo do
petréleo e seus derivados s@o também responsaveis pela introdugao de grandes quantidades de

hidrocarbonetos aroméaticos no ambiente.
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Da decomposi¢do dos materiais organicos, originam-se as fragdes do himus mais
resistentes: a humina e os acidos hdmicos. Essas sdo moléculas condensadas, com anéis
aromaticos, sendo que os dcidos himicos possuem maior condensacdo com anéis aromaticos e
menor relacio H/C e O/C, e sdo denominados pela IUPAC (1997) em arenos, conhecidos
também por familia aromadtica ou hidrocarbonetos aromaticos. Os dcidos humicos sdo ditos de

originarem principalmente da decomposicao de material lignoceluldsico.

Ao mesmo tempo, hidrocarbonetos aromdticos como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e
outros sdo contaminantes comumente encontrados no solo e dgua pela atividade petroleira e
descarte de residuos industriais, sendo listados como poluentes principais pela U.S.

Environmental Protection Agency que classifica os HPAs a seguir como os principais
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poluentes ambientais: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno, benzo[k]fluoranteno, benzo[b]fluoranteno,

benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno, indenol[1,2,3-dc]pireno e dibenz[a,h]antraceno.

Com base na sua abundincia e toxicidade, os compostos de hidrocarbonetos,
principalmente os poliaromaticos, tém sido considerados prioritdrios na busca por solucdes de
descontamina¢ao (GEHLE,2009).

A capacidade de degradar e/ou utilizar hidrocarbonetos arométicos € exibida por uma
grande variedade de géneros bacterianos e fungos. Floodgate (1984) listou 25 géneros de
bactérias e 27 géneros de fungos degradadores de hidrocarbonetos, que foram isolados do
ambiente marinho. Uma compilacdo semelhante de Bossert e Bartha (1984) para isolados do
solo inclui 22 géneros de bactérias e 31 géneros de fungos. Com base no nimero de
publicacdes, os mais importantes géneros de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos em
ambientes no solo sao Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,

Burkholderia, Flavobacterium, Gordonia, Nocardia e Pseudomonas spp.

As vias metabdlicas de clivagem dos HPAs mais estudadas sdo as aerdbicas, realizadas
por bactérias e fungos onde ocorre a oxigenacdo dos anéis aromaticos por meio de complexos
enzimaticos conhecidos como oxigenases. Vdrias oxidagdes permitem a abertura dos anéis e a
formacdo do piruvato, que é utilizado como fonte de carbono e energia pelas células
(MISHRA et al., 2001).

A biodegradacio aerdbica € frequentemente inicializada pelas ferro dioxigenases nao-
heme de Rieske, as quais catalizam a incorporacao de dois dtomos de oxigénio dentro do anel
aromdtico formando arenos cis-diols, seguido de uma reacdo de dehidrogenagdo catalizada
pela desidrogenase cis-dihidriol para originar catecol e catecdis substitutos, os quais servirdo

como substrato para a clivagem dos anéis aromaéticos oxigenoliticos (WITZIG et al., 2006).

As enzimas ferro-oxigenases nao-heme de Rieske sdo formadas por véarios componentes
de uma oxigenase terminal chamada de proteina ferro-sulftrica (ISP; iron-sulfur protein) e
diferentes proteinas transportadoras de elétrons, como ferrodoxina e a redutase, ou uma
combinada ferrodoxina-NADH-redutase. As proteinas ISP sdo multiméricas, formadas por
uma subunidade o maior e uma subunidade 3 menor, as quais formam o cluster tipo Rieske
[2Fe-2S], isto €, um centro mononuclear ndo-heme de ferro de ativagdo de oxigénio e um sitio
de afinidade ao substrato que € responsdvel pela especificidade da dioxigenase ao substrato
(SIMON et al., 1993; GIBSON; PARALES, 2000).
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Existe forte relacdo homodloga e andloga entre as dioxigenases relacionadas a
degradacio de HPAs e o gene prospectado é o alfa-ARHD da subunidade alfa das
dioxigenases aromdticas. As subfamilias tolueno/bifenil, naftaleno, benzoato e ftalato podem
degradar substratos em comum e o gene prospectado sdo os bph (WITZIG et al., 2006).
Porém, também sdo observadas enzimas que somente degradam especificamente um substrato
ou parte da molécula, como ja foi observado dioxigenases que degradam bifenis,

clorobenzeno e naftaleno, as quais possuem modificacdes sutis em suas sequéncias ISP.

ComparacOes de sequéncias de aminodcidos das subunidades a terminais de oxigenases
(ISPa) revelaram que as enzimas formam familias de especificidades diferentes mas que siao
evolutivamente relacionadas, sendo que quatro (NAM et al., 2001) e cinco (KWEON et al.,
2008) linhagens foram caracterizadas. O que se sabe das oxigenases Rieske de ferro nao-
hemo provem de bactérias cultivadas. Assim, estudos independentes de cultivo sugerem maior
diversidade em genes funcionais, muitos dos quais sd@o desconhecidos. Assim, o estudo dos
genes andlogos e homologos envolvidos na sintese de enzimas degradadoras de poluentes e
xenobidticos, juntamente com estudos sobre diversidade genética destas estirpes, podem
informar sobre o comportamento destes microrganismos.Pesquisadores, como Vasconsellos
(2010) fizeram bibliotecas com fosmideos detentores de operons inteiros associados a
biodegradacdo de hexano e fenantreno. As bactérias passiveis de terem o operon foram as f} e
y- proteobactérias como Pseudomonas, Burkholderia e outras que degradam tanto pela via
aerdbica, quanto anaerdbica. Obtiveram também isolados de bioensaios com microcosmos € o
sequenciamento completo do genoma identificou genes similares a ADHs (dlcois) e ALDHs
(aldolases), bem como novos operons. Também realizaram testes de Drop Collapse Method
em Biolog, seguido de pirosequenciamento, do qual conseguiram a afiliacio genética dos

reads de operons e identificaram os géneros bacterianos detentores dos operons.

2.5.2.1. Biodegradacao de bifenil

O bifenil ou fenilbenzeno € o hidrocarboneto aromético em que dois anéis benzénicos
estdo ligados por uma ligacdo simples. A partir desses hidrocarbonetos € possivel a geracdo
dos bifenilos policlorados (PCBs), através da unido da molécula de bifenil com um ou mais
atomosdecloro.Essescompostossaoconstituidospormoléculasorganicasproduzidas
comercialmentepelacloracdodiretadamoléculadebifenilusandocloretoférricocomo  catalisador.
A molécula de bifenil contém em sua estrutura dois anéis conectados com seis dtomos de
carbono cada, portanto uma molécula de PCB ¢é qualquer molécula que apresente
umoumdultiplosclorosligadosaonticleodobifenil. Asmoléculasdecloropodemestar ~ ligadas  a
qualquer um ou a todos dos dez sitios disponiveis, sendo teoricamente possivel a formagao de
209 diferentes compostos de PCBs (BEDARD et al., 1987).
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Bifenil é catabolizado em benzoato e 2-hydroxypenta-2,4-dienoate atravéz de quatro
etapas com quatro enzimas. Apds crescerem em bifenil, muitas bactérias sdo capazes de
degradar bifenis policlorados (PCBs), um grupo de compostos artificiais recalcitrante e
toxico. Assim, a via metabdlica de PCBs utiliza as mesmas enzimas da via metabdlica de
degradacao de bifenil (LINDEN; SUN, 2011).

Sendo assim, os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) como os compostos
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), os bifenilos e os bifenilos policlorados
(PCBs) constituem os principais hidrocarbonetos com potencial para a contaminag¢do de
ecossistemas e, portanto, t€m sido foco em estudos de biodegradacdo, principalmente na
busca de genes microbianos associados a degradacdo total e/ou parcial destes compostos em
diferentes sistemas.
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2.5.3. Misturas de hidrocarbonetos

2.5.3.1. Lingnocelulose

Os constituintes organicos da matéria a ser decomposta no solo possuem diferentes
resisténcias e velocidades de decomposi¢ao e 0os mais resistentes ao processo sao 0s materiais
constituintes das paredes celulares vegetais como a lignina, os compostos fendlicos, lipideos,
celulose e hemicelulose. Tal propriedade destes materiais se deve a conformacdo molecular

muito resistente, que por sua vez € devida aos tipos de 4tomos presentes e suas ligagcdes.

Lignocelulose € a estrutura composta por celulose, hemicelulose e lignina que compde
as paredes celulares das plantas, sendo o principal componente da biomassa vegetal (LEE,
1997).

A hidrdlise enzimatica de lignocelulose € de grande importancia para os ciclos
biogeoquimicos e biotecnologia na produgdo de combustiveis sustentdveis, 0s
biocombustiveis, bem como polimeros e derivados quimicos importantes para aplicacdes em
alimentos, bebidas, agropecudria, téxtil, detergentes e papel. Os biocombustiveis mais
conhecidos sdo o bioetanol e biodiesel.O processo mais interessante € a conversao microbiana
direta, ou consolidated bioprocessing (CBP), envolvendo a secrecdo de celulase que hidroliza
a celulose em uma fermentacdo de uma unica etapa, uma vez que fornece custos baixos pela
alta eficiéncia, rapidez e baixo consumo de energia.Para isso, os microrganismos escolhidos
teriam que consumir altas quantidades de substrato com rdpida e alta conversdo no produto
final de interesse. Porém, até o momento ndo foi encontrado um organismo capaz de realizar

todas as etapas de degradacdo, sendo que na natureza 0s microrganismos agem em consorcio.

Cao et al. (2014) encontraram bactérias mesotermofilas capazes de degradar
completamente a lignocelulose produzindo hidrogénio provenientes de ambientes ricos neste
substrato e as bactérias encontradas foram  Clostridium,  Paenibacillus e
Thermoanaerobacterium. Deste modo, precisa-se entender seu genoma € 0s possiveis genes

associados a degradacao de lignocelulose.

2.5.3.1.1. Biodegradacao de celulose e hemicelulose

A celulose € um homo polissacarideo linear consistido de 7000-15000 subunidades de
glicose unidas por ligacdes B 1-4 glicosidicas (LEDERBERG", 1992, apud DAS et al., 2013)
organizadas em microfibrilas com partes cristalinas e nao-cristalinas (FERNANDES et al.,

> Lederberg J. Cellulases, 1992. In: Encyclopaedia of Microbiology 1; A-C, Academic Press, Inc.
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2011) e estas regides ndo-cristalinas, que compreendem 1% da celulose, sdo as mais

acessiveis a degradagdo por erosao e biologica (RUEL et al., 2012).

A denominacao geral das enzimas degradadoras de celulose € celulase, um complexo de
enzimas extracelulares que reagem a celulose cristalina, e ja foram catalogadas mais de 20
subunidades cataliticas dessa multienzima apresentando diversas atividades: endonuclease,
exoglucanase, xilanase, mananase, quitinase e liquenase (ZHANG; LYND, 2005). Ha
geralmente trés tipos de enzimas: endo-1,4-B-glucanase (carboxymethylcellulase, ou Cx
cellulase) que atacam regides pouco cristalinas; cellobiohydrolase (exoglucanases, CBH,
Avicelase, C1 cellulase ou FPase) que liberam unidades de celobiose; e B-glucosidase
(cellobiase) que quebram a celobiose em glucose (YUE et al., 2009).

A hemicelulose é uma cadeia de polissacarideos amorfa com 500-3000 unidades de
grupos acidificados (BODIG; JAYNE, 1982,) os quais compreendem xiloglucanos, xilanas,
glucomananas e galacto-glucomananas. E a segunda molécula mais abundante na
macromolécula de lignocelulose (PENG et al., 2012).

Muitas bactérias e fungos produzem celulases extracelulares quando em meio a
substratos de celulose. Trichonympha, Clostridium, Actinomycetes, Bacteroides succinogenes,
Butyrivibrio fibrisolvens e Ruminococcus albus sdo algumas das bactérias com atividade
celulolitica (GUPTA; SAMANT; SAHU, 2012), sendo que bactérias anaerdbicas como
Clostridium e Rumminococcus apresentam completos enziméaticos chamados de celulomonas
que permanecem fixados na parede celular (LYND et al., 2002). As demais secretam enzimas

no meio.

2.5.31.2. Biodegradacao de lignina

z

Por fim, a lignina € a terceira por¢do que compde a lignocelulose. A lignina € a
macromolécula mais abundante e resistente que possui substdncias aromdticas na biosfera
(VICUNA, 1988). Compdem entre 10 a 30% da lignocelulose da células vegetais. Este
heteropolimero orgéanico € composto de diferentes lignanas — formadas de duas metades de p-
propilfenol e dtomos de carbono 3 — e de unidades repetidas de fenilpropilbenzeno ligados de
forma randoémica (IUPAC, 2006) a varias ligagdes C—C e C—O—C nao-hidrolisados
(ADLER, 1977), formando quinonas com organizagdo estrutural estratificada, em fibras e de

distribuicdo estereoirregular.

A complexidade da estrutura molecular aliada aos hidrocarbonetos que a compdem faz
com que este material seja extremamente recalcitrante. Ao contrdrio da celulose e
hemicelulose, sua degradacdo ndo produz acicares fermentdveis por compostos fendlicos
serem produzidos e estes inibem a fermentacdo. Alguns microrganismos como determinados

protozodrios, fungos e bactérias sdo capazes de mineralizar tal material.
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A degradacao de lignina por fungos ji € bem conhecida e estes sdo capazes de
mineralizar lignina de forma muito eficiente pela liberagdo de uma familia de enzimas
denominadas ligninases (TIEN; KIRK, 1983; LEISOLA et al., 1987).

Ja para bactérias, este material € muito recalcitrante e, a um primeiro golpe de vista,
bactérias apenas exercem um papel secundario na degradacdo da lignina (JANSHEKAR;
FIETCHER, 1983; KIRK; FARELL, 1987).Enzimas de bactérias ainda ndo foram totalmente
estudadas. Somente foi encontrada uma peroxidase extracelular de uma actinobactéria
(AHMAN et al., 2011) e foram descritas degradacdes bacterianas para substratos de baixo
peso molecular por enzimas intracelulares, as quais realizam todas as reagdes de degradagdo
de lignina, exceto a primeira etapa que € a clivagem de ligacdes intermonoméricas. (KERN;
KIRK, 1987).

Outro fator da limitacdo da degradacdo de lignina por bactérias € que as enzimas
bacterianas seriam mais especificas e, assim, necessitariam de um consoércio de bactérias e
outros microrganismos para degradar completamente a macromolécula. O papel das bactérias
neste consorcio permanece desconhecido por completo (CHANDRA et al., 2007). Porém,
sabe-se que a especificidade das enzimas bacterianas recaem nao somente na qualidade dos
atomos, mas, também, na configuracdo espacial e muitas enzimas sdo esteroespecificas.
Podem existir a0 mesmo tempo enzimas estereoespecificas ou ndo, sendo que misturas de
moléculas modelo para lignina sdo completamente consumidas por cepas bacterianas tnicas
(ALWORTH®, 1972, apud VICUNA, 1988).

No geral, as bactérias degradadoras de lignina sdo gama e alfaproteobactérias,
actinobactérias e alguns firmicutes. Por exemplo, Pseudomonas, Alcaligenes, Arthrobacter,
Nocardia e Streptomyces degradam prontamente os anéis aromdticos Unicos que formam a
macromolécula de lignina, porém nao se sabe ainda a propor¢do desta capacidade e se elas
conseguem mineralizar por completo a macromolécula (DAGLEY, 1971; CRAWFORD,
1981). Ja os Firmicutes, como Paenibacillus e Bacillus degradam apenas mondmeros
derivados da lignina (CHANDRA et al., 2007).

Muitos estudos de biodegradacdo de lignina com bactérias se desenvolvem com a
utiliza¢do de lignina sintética a partir do dlcool coniférico de broto de milho, originando os
materiais DHPs (dehydrogenative polymerizates) com uma quantidade de lignina em torno de
7-8%. (TROJANOWSKI; HAIDER; SUNDMAN, 1977). E segundo Pometto e Crawford
1986, as condi¢Oes 6timas para mineralizacdo de lignocelulose sao pH neutro, enquanto que
para a solubiliza¢do da lignina o melhor é o meio alcalino. Outro substrato mais bruto seria a
lignina kraft, um liquor negro proveniente da industria de papel com alta concentracdo de
alcali clorofenol lignina e outros componentes crus soluveis (CHANDRA et al., 2007).

Moléculas encontradas na lignina também sdo utilizadas para monitoramento de capacidade

®Alworth, W. L. Stereochemistry and Its Application in Biochemistry Wiley-Interscience, New York, 1972.
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de degradacdo in vitro, dentre elas estdo: bifenil, hemicelulose, arilglicerol-B-aril éter (3-O-4),
guaiacilglicerol-B-coniferil (III), veratrilconiferol-B-coniferil éter (IV) e outras moléculas com

estruturas relacionadas.

Em torno de 10% dos fenilpropanos encontrados na lignina limpa sao conectados por
ligacdes de bifenil. Sabe-se que proteobactérias degradam bifenil através da acdo de suas
oxigenases que introduzem oxigénio molecular dentro dos anéis do bifenil e formam cis-
hidrodiol, o qual é dehidrogenado em 2,3-bifenildiol que, entdo é quebrado e origina 4cido
benzodico. As enzimas bifenil dioxigenase, a dehidrogenase e a clivadora de anel benzénico
sdo provenientes do operon bph (VICUNA, 1988).

Ligacoes B-O-4 sdo abundantes nas macromoléculas de lignina e a quebra delas por
bactérias € algo importante a ser considerado na busca de organismos capazes de degradar
lignina. Tais ligagdes sdo prontamente degradadas por gamaproteobactérias, como
Pseudomonas spp. (CRAWFORD et al., 1981) por diversas dehidrogenases. A estrutura de
bifenil € tdo estdvel que a degradac@o deste substrato é um fator limitante na degradacdo de
lignina (PENG et al., 1999).E o composto utilizado como modelo para avaliagdes da clivagem
dessas ligacdes € o DDVA (5,5'-dehydrodivanillate).

A quebra da lignocelulose em monomeros de glicose € a base para a producdo de
bioetanol de segunda-geracdo (THE ROYAL SOCIETY, 2008). Deste modo, hid um

considerdvel interesse em tecnologias para despolimerizar lignina.
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2.5.3.2.Biodegradacio de petroleo

Este material € um exemplo da presenca de hidrocarbonetos de todos os tipos. Este
6leo cru é formado por parte hidrofébica composta por grupos de hidrocarbonetos, e parte
hidrofilica, os metais pesados. A parte dos hidrocarbonetos é composta por hidrocarbonetos
alifaticos saturados (n-alcanos); hidrocarbonetos ciclicos (cicloalcanos) e os hidrocarbonetos
aromadticos. Os alcanos sdo encontrados na fracdo de parafina que compdem de 15-60% do
petréleo, as quais sdo compostas de 20 a 40 carbonos. Os cicloalcanos sdo encontrados na
fracdo de naftenos, os quais compdem de 30-60% do petrdleo e cuja férmula geral é C,H,, Os
hidrocarbonetos arométicos sdo encontrados na fracdo aromadtica do petréleo e compdem 3-
30% deste e sdo identificados por terem anéis aromadticos (ou benzénicos) em sua molécula.
Por fim estdo os asfaltenos, moléculas também consideradas hidrocarbonetos aromaticos,
porém mais pesadas e compdem a menor fracdo restante do petréleo. Os alcanos sdo

separados por destilacdo fracionada e processados em diversos produtos.

O petréleo leve, com altas porcentagens de hidrocarbonetos em sua composicdo, é
mais vidvel como fonte de combustivel. Em contrapartida, um petréleo denso, com altos
teores de asfaltenos, possui menor potencial de inflamabilidade, sendo mais dificeis de
processar em combustivel e € destinado na producdo de plasticos, asfalto, borrachas e outros.
As reservas de petréleo leve sdo escassas e as refinarias t€ém de processar o 6leo denso e
betime (este € composto por 35 ou mais C), para obtencdo de combustivel. Tal
processamento utiliza muita energia pela necessidade da retirada de carbono e adi¢do de
hidrogénio, sendo um processo mais custoso e danoso ao meio ambiente (Petroleum.co.uk,

2013).

Além da qualidade inicial do 6leo cru, ocorre uma modificagdo quimica deste petréleo
nos reservatorios pela biodegradacdo do mesmo por microrganismos autdctones. Estes
transformam O6leos leves em 6leos pesados que acabam por modificar a qualidade do 6leo.
Esta fracdao pesada constitui-se principalmente de asfaltenos, cuja temperatura de ebuli¢do é
maior e estes acabam por se solidificar nos tanques e obstruir as vias, dificultando e

encarecendo a producio do petréleo.

H4 também as substancias surfactantes produzidas por microrganismos que podem ser
utilizadas na descontaminac¢do do solo, retirando metais pesados como cadmio, bem como
hidrocarbonetos aromdticos. A surfactina € uma enzima com grande capacidade de reducao da
tensdo superficial em baixas concentracdes e € de grande interesse na industria de limpeza, na
descontaminac¢do de 6leos na lavagem de solos, remocao de metais pesados e destrui¢do dos
asfaltenos nos reservatdrios de petréleo. As principais bactérias produtoras de surfactina sdao
Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter e as actinobactérias (FARIA et al., 2011; LIMA et al.,
2011).
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2.5.3.3.Biodegradacio de éleo diesel

O diesel é uma mistura complexa de hidrocarbonetos formada de 40% de alcanos
(principalmente hexadecanos), 39% de cicloalcanos, 20% de HPAs e o restante € enxofre,
oxigénio e nitrogénio. Contém cadeias carbonicas de 5 a 40 carbonos por molécula e é
proveniente da destilacdo do petréleo (VIEIRA et al., 2007).0s hexadecanos possuem um teor
de combustdo muito alto e em baixas temperaturas se tornam mais viscosos, fluindo

diferentemente.

E considerado medianamente téxico, inflamdvel, voldtil e de coloracdo variando do
amarelo ao ambar.No Brasil,dois tipos de diesel sdo comercializados como combustivel: o
diesel D (também chamado de urbano ou metropolitano) e o diesel B (comum), que se
diferenciam pelo teor de enxofre, sendo que o urbano contém somente 0,5% de enxofre,

reduzindo os impactos ambientais.

N

Existem cerca de 360 trabalhos relacionados a degradacdo de diesel por

microrganismos e plantas (Pubmed acesso em 03/12/13).

2.5.4.Bioensaios de degradaciao

Para caracterizar um isolado bacteriano sobre seu potencial de degradacdo dois
caminhos devem ocorrer em conjunto: 1) a avaliacdo da capacidade degradativa do isolado
perante ao substrato de interesse através do monitoramento de sua atividade com substancias
indicativas de degradacdo (como DMSO, DAP, DCPIP) e medicdo por espectroscopia de
fluorescéncia; 2) avaliacdo do poder degradador quanto ao tempo e quantidade pela medicao
inicial e final do substrato no meio e de géas carbonico liberado (relacionar a quantidade de
substrato com a de células no ensaio), bem como o carbono incorporado medindo a
quantidade existente nas células (por meio de marcadores atdmicos), levando em conta fatores
abidticos, como a despolimerizacdo; 3) comprovagdo da posse do gene que codifica para as
enzimas envolvidas por técnicas de biologia molecular, as quais envolvem a amplificacao da
regido de interesse do DNA do isolado, seu sequenciamento seguido de andlises estruturais in
silico. A este estudo podem-se agregar andlises de filogenia para compreensdo da relagdo
entre o gene do isolado com os depositados nos bancos de dados, servindo de informagdo a

taxonomia e ecologia microbiana.

Sayler et al. (1985), por exemplo, usando a técnica de hibridacdo de coldnia,
demonstrou a correlacdo entre o aumento de taxas de mineralizagdo de hidrocarbonetos
poliarométicos (HPAs) em sedimentos contaminados com 6leo e o aumento de nimero de
coldnias contendo sequéncias de DNA que hibridavam com os plasmideos TOL (oxidacao do
toluato) e NAH (oxidac¢do do naftaleno) (RODRIGUES, 2002).
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A utilizacdo de uma fonte de carbono prontamente utilizavel como co-fator, como
extrato de levedura ou glicose, auxilia no aumento de células no ensaio e, consequentemente,
aumenta a propor¢do de degradacdo do substrato. Porém, estudos sugerem que em algumas
cepas ocorre inibicdo da degradacdo com a adi¢cdo de fonte prontas de carbono e,

principalmente, falsos positivos.

2.5.5.Técnicas moleculares

O estudo dos microrganismos pode ocorrer por meio de cultivo tradicional, ou por
métodos moleculares. O método de cultivo permite estuda-los individualmente e caracteriza-
los quanto aos critérios nutricionais e bioquimicos, sendo limitado ao nao abranger de forma
considerdvel a diversidade existente no solo devido as dificuldades laboratoriais de cultivi-
los, sendo, entdo, chamados de microrganismos nao cultivaveis (PACE, 1997), porém o certo
¢ organismos ndo cultivados em vista de que podem ser cultivados no caso de se utilizar as
condi¢des corretas no isolamento. Amann et al. (1995) sugerem que apenas uma pequena
fracdo de 0,1% al0% dos organismos existentes na natureza sejam cultivados através das
técnicas tradicionais microbioldgicas, impedindo o estudo de uma vasta por¢do da biota, das

interagdes ecoldgicas entre os microrganismos e, consequentemente, do ambiente.

Ja na abordagem molecular, tal estudo de biodiversidade do solo é por meio do
entendimento das relacdes ecoldgicas entre os microrganismos. Os métodos moleculares
envolvem técnicas de sequencimento de trechos de interesse do DNA, como genes contendo
sequéncias conservadas para o desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers) e ao
mesmo tempo contendo sequéncias varidveis do ponto de vista filogenético. Como exemplo, o
gene 16S rRNA (4cido ribonucléico ribossomal) que € largamente utilizado para comparar
organismos quanto a sua proximidade filogenética, bem como o estudo de riquezas e
abundancias relativas que junto com outros parametros englobam as diversidades.

Assim, as técnicas moleculares desempenham um papel fundamental para os estudos
da ecologia de microrganismos, contribuindo para obter e comparar informacdes essenciais ao
entendimento da composi¢do, estrutura e funcdo das comunidades microbianas no solo
(ROSADO et al., 1997; TIEDJE et al., 1999; HANDELSMAN; SMALLA, 2003; KIRK et al.,
2004; SCHUTTE et al., 2008).

Grande parte dessas técnicas é associada a PCR (Polymerase Chain Reaction) e suas
variacdes sdo largamente utilizadas nos estudos de biodiversidade microbiana dos ambientes
(REIS JUNIOR et al., 2003) que permite a obtencao por amplificagdo dos fragmentos-alvo a
um numero detectdvel de acordo com a sensibilidade do equipamento utilizado, como por
exemplo, as andlises de T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) e

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), as bibliotecas de genes, sequenciamento
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de DNA, PCR quantitativo em tempo real (QPCR), entre muitas outras técnicas.
2.5.5.1. Identificacido molecular de isolados bacterianos

Por possuirem metabolismo muito versatil, as espécies bacterianas apresentam
variedade fenotipica dependendo da fonte de carbono utilizada no meio de cultura, adquirindo
diversas formas e coloragdes e uma identificacdo por meio de métodos fenotipicos torna-se
ndo exato. Deste modo, andlises moleculares de genes conservados vem a complementar e

levam a um novo patamar de informacdes e correlacoes.

Assim, o uso de técnicas dependentes de cultivo aliada as independentes tornam o

processo de identificacdo mais preciso.

2.5.5.1.1.Analises filogenéticas e sequéncias de 16S rRNA

Os genes rRNA sdo universalmente distribuidos nos diferentes grupos de seres vivos —
procariotos e eucariotos- sendo a molécula que apresenta o maior grau de conservacdo. O
ribossomo bacteriano € formado pelo RNA ribosssomal e proteinas. Os genes rRNA de
procariotos (dominios Bacteria e Archaea) é dividido em subunidade maior 40S e a
subunidade menor 30S. Na subunidade maior estdo os genes 23S e 5S rRNA e mais
31 proteinas. Na subunidade menor estd o gene 16S rRNA. Este ¢ um fragmento de
aproximadamente 1500 nucleotidios e gera grande quantidade de informagdes uteis para
estudos filogenéticos em procariotos (AMANN; LUDWIG, 1995). O estudo envolve andlises
de sequéncias do genel6S rRNA e comparacdo com as sequéncias depositadas em bancos de
dados como o GenBank, RDP, EMBL, (COUTINHO et al., 1999) e EZTaxon-e acessiveis
gratuitamente. A comparacao de sequéncias de 16S rRNA € uma ferramenta importante para a
determinacgdo de relacdes filogenéticas e evolutivas entre os organismos (WEISBURG et al.,
1991), na avaliagcdo da diversidade em amostras ambientais e na detec¢do e quantificacido de
populagdes especificas (HEAD et al., 1998).

2.5.5.2. Estudos moleculares das bactérias dos solos de TPA da Amazodnia e adjacéncias

Hoje o estudo € baseado num conjunto de métodos tradicionalmente utilizados - como
a deteccao e identificacdo das bactérias por meio da obtencdo de carbono, exigéncias
nutricionais, meio de cultivo e microscopio (KENNEDY, 1999; HERBERT, 1990) e por
métodos resultantes dos avancos da biologia molecular, como extracdo de DNA, amplificagcdo

por PCR, clonagem de DNA e sequenciamento.

Nos trépicos, varias espécies de microrganismos sao de ocorréncia geral, sendo
encontradas em todas as amostras de solos, enquanto outras sdo restritas a ambientes
especificos, como exemplos, fungos predominam em condi¢des de acidez, algumas bactérias
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filamentosas (actinobactérias) preferem solos orgdnicos com pH neutro a ligeiramente
alcalinos.

A microbiota do solo encontra-se em continua interagdo entre espécies, ocorrendo
condi¢des de sinergismo, de antagonismo, de mutualismo, na maioria das vezes com

parasitismo e outras vezes de saprofitismo.

Estudos de amostras de solo nao-perturbado (floresta) e perturbado (pastagem) na
regido Amazonica oriental utilizando técnicas moleculares (amplificacdo, clonagem e
seqiienciamento do gene 16S rRNA) demonstraram a ocorréncia de microrganismos pouco
comuns de amostras ambientais. Os resultados das andlises revelaram a predominancia do
dominio Bacteria, 98%, em relacdo ao Archaea, 2%, e de haver algumas sequéncias distintas
que sugerem uma divisdo do grupo Proteobacteria (BORNEMAN; TRIPLETT, 1997).

Tsai et al. (2003) avaliaram a diversidade bacteriana de solos de TPA perturbados com
capoeira (de uso agricola anterior) coletados na Estacdo Experimental de Iranduba,
pertencente a Embrapa Amazdnia Ocidental, por meio de técnicas moleculares baseadas no
sequenciamento do gene 16S rRNA. O estudo revelou uma alta diversidade bacteriana, além

de ocorréncia de bactérias nao cultivadas.

Kim et al. em 2007 realizaram estudos de diversidade bacteriana com os solos de
floresta e solos TPAs na regidao da Amazonia Ocidental com andlises moleculares do gene
16S rRNA de 1500 clones e observaram que os solos de TPA apresentam 25% a mais de

diversidade bacteriana em relacao aos solos adjacentes.

Com base nesses dados, os organismos de TPA devem ter contribuido para a
fertilidade e capacidade estdvel destes solos, porque e além das propriedades fisicas comuns
as TPAs, a diversidade bacteriana parece ser constante entre as manchas de TPA estudadas,
havendo geralmente os filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria como dominantes,
além do Verrucomicrobia e Bacteroidetes (NAVARRETE et al., 2010; GERMANO et al.,
2012) além de Archaea. Ainda assim, é demonstrada a necessidade de mais estudos nesses
ambientes, 0s quais podem ser hot spots de diversidade bacteriana pouco conhecida, ainda
mais em relacdo aos compartimentos deste solo, como os fragmentos de biocarvao

abundantes.

No pirosequenciamento do gene a-ARHD de solo e biocarvao de TPA em Germano
(2011) houve a descoberta de grupos mistos de sequéncias de tolueno/bifenil dioxigenases,
além de enzimas para degradacdo de hidrocarbonetos poliarométicos, como o naftaleno e o

fenantreno, demonstrando a extensa diversidade de genes funcionais presentes nas TPAs.

Atualmente hd um grande interesse na elucida¢ao da génese de TPA para, possibilitar
a replicacio desses solos e bioprospec¢do de novos microrganismos que na era biotecnoldgica

tornam-se essenciais, visto que o uso dos microrganismos e derivados vém sendo utilizados
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durante séculos e de forma acelerada nas areas de saude, alimentos, industrias € meio

ambiente.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O fato de a Terra Preta de Indio da Amazonia possuir alta concentracio de fragmentos
de biocarvao e estes serem micro-habitats para microrganismos, as perguntas se resumem a:
Hd bactérias capazes de utilizar hidrocarbonetos aromdticos e saturados, os quais sdo
altamente presentes no biocarvdo e no solo, aumentando a humificagdo da matéria orgdnica
do solo, o teor de os dcidos himicos e trocas cationicas, o que poderia estar relacionado a
alta fertilidade apresentada pelos solos de TPA?

Deste modo, intentou-se estudar a riqueza e funcionalidade de bactérias em relacdo a
biodegradacdo de hidrocarbonetos saturados e aromdticos por isolamento e ensaios de
biodegradacdo, a fim de entender a relagdo das bactérias com a produtividade dos solos de
TPA e enriquecer a caracterizacdo de sua fertilidade e, possivelmente, num futuro findar na
aplicacdo de suas coloOnias, ou aplicagdo de seus produtos, ou transplantagdo do biocarvao em
si a culturas agricolas brasileiras como alternativa a fertilizantes.

Deve-se evidenciar que nenhum isolamento bacteriano do biocarvdo de TPA foi
realizado até o momento e o presente trabalho teve esta abordagem inovadora para os solos
de TPA. Este trabalho trard uma nova visdo do funcionamento do ciclo do carbono com
atuacdo de bactérias do biocarvdo nos solos de TPA, explorando as capacidades de

degradacao de hidrocarbonetos saturados e arométicos.

3.2. Objetivos especificos

° Isolar bactérias do carvao por cinco meios de cultura, analisar
filogeneticamente as sequéncias de 16S ribossomal e prospectar os genes funcionais

para biodegradacdo de hidrocarbonetos saturados e aromdticos, genes alk e bph,

respectivamente.

. Analisar filogeneticamente os isolados pelo sequenciamento de seus genes
alkB e alkM e bph.

. Realizar bioensaios de biodegradacdo com substratos especificos para

averiguar a capacidade de utilizacdo dos mesmos.
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4.METODOLOGIA

4.1. Local de coleta

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Centro
de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo, CENA/USP, Piracicaba-SP.
Foram escolhidas cinco manchas de Terra Preta de Indio da Amazonia (TPA) cobertas de
floresta secunddria (capoeira) localizadas no municipio do Iranduba-AM, as quais foram:
Laquinho (L) sob as coordenadas 03°16.883°S60°07.762°0, Barrosso (Bar) sob as
coordenadas 03°15.770°S60°06.023°0O, Lago Grande (LG) sob as coordenadas
03°13.799°S60°16.150°O0  Costa  do  Acutuba  (Acu) sob as  coordenadas
03°05.829°S60°21.340’0 e Hatahara (Hat) sob as coordenadas 03°16.494°S60°12.340’0. Na
campanha de campo realizada em Outubro de 2012, todas as areas de TPA sob cobertura de
capoeira foram amostradas, como também um solo adjacente a todas as dreas de TPA em
pontos demarcados, sob as coordenadas 03°15.964°S60°10.013°0O. O clima na semana de
coleta foi caracterizado por temperaturas médias minimas de 23°C e médias maximas de

34°C, com média de chuvas de 20mm.

Os pontos de coleta foram georeferenciados (Figura 10) e foram demarcados trés
pontos por mancha de TPA com distancia de 15m entre si e 3 subpontos distantes 2m entre si
(Figura 11). De cada trincheira foram retirados 3 sacos de 200g de solo das profundidades O-
30cm para os métodos molecular e de cultivo. Foram, portanto, 9 amostras por tratamento,
totalizando 45 amostras.

Foram coletadas, também, de cada ponto, amostras para andlises quimicas havendo 3
sacos de 250g de solo retirado da profundidade de 0-30cm; e para as andlises fisicas por 3
cilindros de metal de 10x10cm por ponto, os quais foram inseridos no solo com o auxilio de
martelo de borracha, havendo anteriormente a remo¢do da superficie do solo com
serrapilheira e, apds, nivelando as superficies do cilindro vazado. Tais amostras fisicas foram

entdo embrulhadas com papel filme e, por cima, o papel aluminio.

Todas as amostras foram acondicionadas em isopores refrigerados, transportados por
via aérea de Manaus-AM até o Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba-SP, e armazenados em camara fria a

4°C para posterior separacao manual dos fragmentos de carvao.
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Figura 10 - Localizacdo das dreas de coleta no municipio de Iranduba marcados nas visitas com auxilio de

Global Position System. Cortesia de Mendes, L.W

Figura 11 - Delineamento da coleta de campo de cada mancha de TPA. Modificado da cortesia de Yoshiura,

CA

4.2. Analises fisicas e quimicas do solo

As caracterizagdes quimicas e fisicas dos solos foram realizadas no Departamento de
Ciéncias do Solo na Escola Superior “Luiz de Queiroz”— ESALQ/USP. Os métodos utilizados
pela empresa para a extracao dos nutrientes do solo foram os seguintes: pH em dgua e pH em
KCl pelo método potenciométrico; matéria organica (M.O.) pelo método Walkley-Black
modificado por diferenca de densidade Optica; P pelo extrator Mehlich; K e Na por

Fotometria de Emissdo; Ca e Mg trocdvel por Espectrometria de Absor¢cdo Atomica; Al -
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extracdo pelo KCI 1mol.l-1; Acidez Potencial (H+Al) pelo método potenciométrico do SMP
(Schmacker, Mclean, Pratt); areia, silte e argila -Bouyoucos (densimetro), S.S.S.A. Book
Series: 5 Methods of Soil Analysis Part4 -Classe de didmetro (mm) USDA.

4.3. Separacao do carvao

A separacdo manual dos fragmentos de carvdo se deu sobre papel sulfite irradiado,
com auxilio de lupa e pinca de ponta fina esterilizada de forma que cada diminuto fragmento
de carvao fosse coletado cuidadosamente e que o excesso de particulas de solo de sua
superficie fosse retirado. Esta etapa se traduziu na mais critica, além de crucial, ao presente
projeto devido ao seu longo periodo e dispéndio de vasta dedicacdo da pesquisadora — em
torno de 2 meses de dedicac@o. A segregacdo do carvao foi feita em triplicata para cada sitio,
em que uma amostra de 350mg de carvao por ponto foi isolada utilizando um cooler para
manuten¢do dos fragmentos de carvdo selecionados sob baixa temperatura. Aliquotas de
250mg foram separadas para extragdo de DNA, enquanto os 100mg restantes foram
destinados ao cultivo. As 3 aliquotas de carvdo de cada ponto destinadas a extracdo de DNA,
depois de separadas em tubos de 2ml, foram misturadas e novamente divididas originando 3
amostras por ponto. Os 100mg de cada ponto destinados ao cultivo foram macerados um a
um, diluidas em 90ml de Solugdo Salina a 0,85% e, por fim, plaqueados em triplicata,

resultando em 9 placas iniciais por drea.

4.4.Metodologia dependente de cultivo
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Figura 12 - Visdo global da metodologia dependente de cultivo
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Como ja dito, para o isolamento de bactérias do carvao, foram colocados 100mg de
carvdo em 9ml de solugdo salina 0,85%, jd iniciando com dilui¢do 10°. As dilui¢des seriadas
posteriores se deram por Iml da solucdo anterior, mais concentrada, adicionado a 9ml de
solucdo salina e assim por diante até a dilui¢do 10°. As diluicoes 10% a 10° foram plaqueadas
em triplicata em placas com quatro quadrantes, em uma adaptacdo da técnica drop-plating de
Herigstad, Hamilton e Heersink (2001). Foram aplicadas 5 gotas de 2ul de cada diluicdo em
cada quadrante, conforme a Figura 2. Deste modo, foram nove placas por drea totalizando

63 placas por meio de cultura, contando com cinco éreas e trés tratamentos em uma delas.

Figura 13 - Dilui¢do seriada seguida de
técnica drop-plating em placas de 90x 15
(20ml de meio) a serem crescidas em
meio microaerofilico por 7 dias a 32°C

Sampla

4.4.1.Meios de cultura sélido para isolamento em placa

Foram utilizados meios s6lidos seletivos para bactérias em geral — BHI (Brain-Heart-
Infusion Agar) (Merck Microbiology), TSA (Trypticase Soy Agar) de Leavitt, Naidorf e
Shugaevsky (1955) e Soil Extract Medium, uma modificacdo de Hamaki et al. (2005); e
meios seletivos para o filo Actinobacteria ou alguns géneros — AIA (Actinomyces Isolation

Agar, Difco), GA (Wageningen University medium).

Os meios Difco™ Actinomycetes Isolation Agar (Becton, Dickinson and Company) e
Brain Heart Infusion Agar for Microbiology (Merck Microbiology) foram adquiridos prontos.

Ja os outros meios, procedeu-se a elaboracdo em laboratério.

a) Preparo Soil Extract Agar Medium

O meio Soil Extract Agar para o presente trabalho foi uma adaptacdo do trabalho de
Hamaki et al. (2005). A partir do solo de TPI intacto coletado a 0-30cm de profundidade da

capoeira do Sitio Hatahara pela equipe do Lab. Biologia Celular e Molecular em Julho de
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2012, retirou-se 250g de solo que foram peneirados a granulosidade de 0,5mm. Este foi
adicionado a 600ml de NaOH a 50Mm e incubou-se overnight a temperatura ambiente em
agitador magnético. Peneirou-se por 2 lances de peneiras de solo de metal (granulosidades
de50mm e 1 mm) e coou-se em papel filtro. Centrifugou-se a 18000 rpm durante 1h. Apds o
resfriamento do meio, 0,05g do antifingico cicloheximida (descontaminado por irradiagdo

UV) foi adicionado ao meio e este foi vertido nas placas.

b) Preparo TSA

Semelhante a meios de reativagdo de esporos. O meio TSA foi preparado de acordo
com Leavitt, Naidorf ; Shugaevsk (1955) com os seguintes componentes (g/1): 15g de caseina;
5g de soybean meal; 5g NaCl; 15g de dgar. O pH final do meio 7.3 £ 0.2 a 25°C.

¢) Preparo de GA Medium

Meio mais especifico para Actinobacteria. Foram elaborados meios com dois
hidrocarbonetos: o naftaleno, molécula que contém apenas 1 anel benzénico, e o fenantreno,
molécula que possui 2 anéis benzénicos, sendo esta de maior dificuldade de degradacao.
Foram assim escolhidos para que houvesse maior selecdo de bactérias, preferencialmente
actinobactérias, capazes de degradar hidrocarbonetos poliarométicos e assim, viver no
substrato carvao, o qual € um conjunto de moléculas de hidrocarbonetos poliaromaticos. A
elaboracdo seguiu-se do seguinte modo (g/L): 5g de cada hidrocarboneto dissolvidos em
10ml de NaCl a 02N (0,117g em 10ml); 0,5g de Na,HPO,; 0,05¢ MgS0,4.7H,0;
0,01g FeS0O,4.7H,0; 1,71g de KCl; 0,02g de CaCOs; 18g de dgar e completou-se com agua
destilada para 1L de meio. Ajustou-se o pH para 7,2 e o meio foi autoclavado. Apds o
resfriamento do meio, 0,05g de cicloheximida e 1ml de solu¢@o de vitamina B foi adicionado.
Solug¢do estoque de vitamina B (g/100ml): 50mg V Bl (tiamina hidroclorada), V B2
(riboflavina), VB3 (nicotinamida), V B6(piridoxina hidroclorada), VB5(cdlcio pantotenado),
V BS8(inositol) e PABA (dcido para-aminobenzdéico), 25mg V B7(biotina) e 100mL 4gua
destilada.
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Tabela 2 - Composi¢do dos meios utilizados no isolamento (AIA, BHI, TSA, SE, GA) e de
concentracdo de células para extracido de DNA (NB) e posterior crescimento para
bioensaios

AIA BHI TSA SE GA NB
dc.himicos S5¢g
KNO; 0,5¢g
MgS0,.7H20 0,1g 0,5g
MnSO,4.H20 0,5g
K,HPO, 0,5g
FeSO, 0,001g 0,01g
HPO, 2,5
NaCl S5¢g S5¢g S5¢g S5¢g
extrato levedura 2g

soy peptona/ bacto

5
soytona &

Triptona 15g
Farelo de soja S5¢g
Caseina 15g

Glicose 2g

amido soldvel 15¢

“Lb-Lemco” powder 1g

infusion brain 12,5¢
infusion hearth S5¢g
peptona protease 10g

caseinato de s6dio 2g

propionato de s6dio 4g

Arginina mono-

hidroclorada le

ciclohexamida 0,05¢g
Solugdo Vit. B 1ml
Agar 15g 15¢g 15g 15g 18¢g
volume final 1L 1L 1L 1L 1L 1L
pH 8,1 7.4 7,3 7a74 7.4

4.4.2.Incubacio

O crescimento se deu em dispositivos para anaerobiose adaptados, os quais consistem
em sacos de EVA selados com um €mbolo para permitir a troca manual de gases. O gés foi
retirado com bomba de vdcuo para a substituicdo da atmosfera interior do saco por uma
mistura de gases que consiste em 96% Nj, 2% O; e 2% CO,, transformando o ambiente
interno do dispositivo em microaerofilico. O dispositivo ainda foi coberto com tecido denso e
negro para barrar a irradiacdo luminosa. Tais medidas foram tomadas para simular as
condig¢des as quais os microrganismos do solo estdo expostos no subsolo. A incubacdo se deu
por sete dias a 30°C.
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As purificagdes das colonias foram feitas em placas de 150x50mm divididas em
8 partes, em que cada colonia isolada foi alcada e riscada em uma divisdo da placa com o
mesmo tipo de meio com o qual houve o primeiro isolamento. Tais placas foram mantidas nas
mesmas condi¢cdes de crescimento para obtencdo de mais células a fim de seguir com a
segunda etapa de purificacdo. Nesta, a mesma al¢a com a colonia mais pura fora passada em
quatro divisdes, havendo dilui¢do das células da coldnia. A incubagdo se deu novamente,

como supracitado.

Os isolados purificados foram, entdo, selecionados segundo a singularidade
morfoldgica. Nesta etapa, reduziu-se o nimero de isolados que prosseguiram para as etapas

que culminaram no sequenciamento.

Apos esta etapa, os isolados foram purificados em placas 90x15mm unicas sob a
forma de riscos concéntricos tomando toda a placa e diluindo a medida que se preenchia a
placa.Uma vez puros, foram transferidos ao meio Nutriente liquido, NB (Oxoid, Basingstoke,
United Kingdom) por 24 a 48h sob agitacao de 150 rpm a 30°C para obtengdo de células

suficientes para extracdo de DNA.

Apds o crescimento, foram separados 500ul de suspensdo de células para serem
misturados a 500ul de glicerol e estocados em freezer -80°C para garantir a integridade das
células para futuros usos. Para extracdo de DNA, foram separados 5 ml de suspensdo de

células para serem concentradas.

4.4.3. Extracao de DNA dos isolados do carvao

A preparacao do DNA dos isolados foi realizada de acordo com Stirling (2003), em
que as coldnias puras retiradas das placas foram inseridas em tubos falcon de 50ml contendo
15 mL de meio nutriente liquido (NB). Foram submetidos a agita¢do orbital (150 rpm) por
24-48 horas a 32°C. Da suspensao celular, 1,5 mL foram transferidos para microtubos de
1,7 mL e submetidos a centrifuga¢do por 4 minutos, a 14000 rpm, sendo que essa operacao se
repetiu por trés vezes, obtendo-se pellets. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e para romper as células acrescentou-se 400 uL do Tampao A (Composicdo —
suficiente para 50 amostras: 400 uL. de Triton X-100; 2 mL de SDS 10%; 400 uL de
5 M NaCl; 200 uL de 1 M Tris-HCI pH = 8,0; 40 uL de 0,5 M EDTA pH=8,0 e 16,960 mL de
dgua ultra-pura esterilizada), 200 mg de pérolas de vidro 0,1 mm, 100 uL de fenol e
100 uL de CIA (24 alcool isoamilico: 1 cloroférmio), sobre agitacao horizontal por 3 minutos.
Apds a agitacdo, foram adicionados 400 uL de tampao TE (para um volume final de 50 mL:
500 puL de 1M Tris-HCl pH=8,0, 100 uL de 0,5M EDTA pH=8,0 e dgua ultra-pura) e
homogeneizado por inversdo de 20 vezes. O material foi centrifugado por 5 minutos a

14000 rpm e o sobrenadante foi transferido para novo microtubo, sendo adicionado 1 mL de
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etanol absoluto, homogeneizado e centrifugado por mais 5 minutos a 14000 rpm. Nesta etapa
o sobrenadante foi descartado e acrescentados 400 uL de tampao TE e 10 uL de acetato de
amonio a 4M, homogeneizado 20 vezes e adicionado ImL de etanol absoluto, centrifugado
por 5 minutos, a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado por completo e o precipitado foi
submetido a secagem em concentrador de DNA por 10 minutos a 30°C. Apds a secagem, foi
adicionado ao precipitado 40 uL. de Tris-RNAse (para um volume final de 10 mL: 100 uL de
RNAse (10 mg/ mL), 100 uL de 1 M Tris-HCI pH=8,0 e dgua ultra-pura) e incubado a 37°C
durante 30 minutos em banho-maria. A Figura 6 esquematiza esse protocolo de extracio de
DNA bacteriano.

4.4.4. Amplificacao do gene 16S rRNA de Bacteria e genes alkB/alkM e bph para

sequenciamento

O gene 16S rRNA de Bacteria foi amplificado com os seguintes oligonucleotideos
iniciadores para o dominio Eubacteria fD1 (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG'3’) erD1
(5’-AAG GAG GTG ATC CAG CC™) (WEISBURG et. al., 1991). As amplifica¢des do gene
16S rRNA foram realizadas em volume final de 25 pL contendo 5 pmols de oligonucleotideos
iniciadores, 200 pM de cada ANTP, 1 X tampao Taq, 1,5 mM de MgCl 2 , 2 U Platinum Taq
DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil) e 10 ng de DNA. A reagao
foi iniciada com 3 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido de 30 ciclos com desnaturagdo a
94°C por 1 min, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 seg, e extensdao

final a 72°C por 32 minutos.

Os genes alk foram amplificados com os seguintes oligonucleotideos iniciadores para
alkF (5 ' - GCI CAI GAR ITTI RKI CAY AA-3 ") e alkR (5 '- GCI TGI TGI TCI SWR TGI
CGY TG- 3 ") de Kuhn et al. (2009) realizadas em volume final de 25 pLL contendo 5 pmols
de oligonucleotideos iniciadores, 200 uM de cada dNTP, 1 X tampao Taq, 1,5 mM de MgCl,,
1 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e
50 ng de DNA. A reagdo foi iniciada com 3 minutos de desnaturagdo a 97°C, seguido de
28 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a 45°C por 1 min, extensdo a 72°C

por 1 min, e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

O gene bph foi amplificado com os seguintes oligonucleotideos iniciadores
para BPHDEF3 (5'- ACTGGAARTTYGCIGCVGA - 3" e BPHDR
(5'- ACCCAGTTYTCICCRTCGTC - 3') de Iwai et al. (2010) realizadas em volume final de
20 pL contendo 5 pmols de oligonucleotideos iniciadores, 200 uM de cada dNTP,
10 X tampao Taq, 50 mM de MgCl, , 1 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life

Technologies, Sdo Paulo, Brasil) e 50 ng de DNA. A reacdo foi iniciada com 3 minutos de
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desnaturacdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 45 segundos,
anelamento a 60°C por 50 segundos, extensao a 72°C por 40 segundos, e extensao final a 72°C

por 4 minutos.

Uma aliquota de 5 pL do produto da PCR foi analisada em gel de agarose 1%,
utilizando como padrdao de tamanho de DNA, o marcador molecular Low mass (Invitrogen
Life Technologies, Sao Paulo, Brasil). A precipitagdo dos produtos de PCR (25 uL) foi
realizada pela adi¢ao de isopropanol 100% (60 uL) seguida de incubacao por 2 horas a -20°C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 25 min, a temperatura
ambiente; adicionado 250 pL de etanol 70% e a mistura centrifugada a 14.000 rpm, por
5 min, e seca a 40 °C (bloco aquecedor para microtubos), por 10 min ou no concentrador de
DNA por 10 min. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em 30 pL. de 4gua ultrapura
autoclavada e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%, para verificar a qualidade da

purificagdo.

4.4.4.1.Reacio de sequenciamento dos genes 16S rRNA, alkM e alkB e bph

A PCR de sequenciamento dos fragmentos de 16S rRNA foi feita em um volume final
de 10 pL. com 5 pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 1,0 pL de tampao 2,5 X; 3,0 uLL de
Big Dye Terminator30 Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos
utilizados foram os mesmos da amplificacdo anterior (WEISBURG et al., 1991). As
condi¢des de amplificacdo foram: 2 min de desnaturacdo a 96°C, seguidos de 30 ciclos com
desnaturagdo a 95° C por 20 segundos, anelamento a 55° C por 15 segundos, extensao a 60° C

por 1 minuto.

A PCR de sequenciamento dos fragmentos dos genes alk foi feita em um volume final
de 10 pL. com 5 pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 1,0 pL de tampao 2,5 X; 3,0 uL de
Big Dye Terminator30 Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos
utilizados foram os mesmos da amplificacdo anterior (KUHN et al.,2009). As condicdes de
amplificacdo foram: 1 min de desnaturacdo a 96°C, seguidos de 28 ciclos com desnaturagdo a

95° C por 10 segundos, anelamento a 45° C por 30 segundos, extensdo a 60° C por 4 min.

A PCR de sequencimento dos fragmentos de bph foi feita em um volume final de
10 pLL com 5 pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 1,0 pL de tampao 2,5 X; 3,0 uL. de Big
Dye Terminator30 Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos
utilizados foram os mesmos da amplificagdo anterior IWAI et al., 2010). As condi¢des de
amplificacdo foram: 2 min de desnaturacdo a 96°C, seguidos de 25 ciclos com desnaturacdo a

96° C por 45 segundos, anelamento a 60° C por 50 segundos, extensdo a 60° C por 4 min.
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Ap6s a amplificacdo dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitacdo para a
eliminacdo dos dNTPs que nao foram incorporados. Foi adicionado 1 pl. de tampao acetato
de s6dio/EDTA, mais 40 pl etanol a 95% (recém preparado). Apds a homogeneizacdo por
agitacdo, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 15 min., a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e 500 upl de etanol 70% foram adicionados. Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas por 5 min. a 12.000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado incubado por 5 min. a 40°C para secagem. Em seguida o
precipitado foi ressuspendido em 10 pl de formamida (HiDi formamida — Applied
Biosystems) em microplacas. A microplaca foi colocada em um termociclador para
desnaturacdo do DNA a 96°C durante 5 min. e imediatamente colocado no gelo por

2 minutos.

A leitura das bases marcadas foi realizada no Seqiienciador Automatico ABI Prism
3130 Genetic Analyser do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular — CENA/USP,
que utiliza eletroforese capilar para separacdo e detec¢ao dos fragmentos amplificados. A
automacdo deste procedimento permitiu um aumento no nimero de amostras avaliadas em
pequeno intervalo de tempo, e proporcionou uma técnica de andlise rdpida para avaliar
estruturas de comunidades microbianas no nivel molecular. A elevada resolucdo da
eletroforese automatizada associada a maior sensibilidade de deteccdo de fluorescéncias €
altamente mais eficiente em relacdo aos métodos que utilizam gel vertical. Desta forma, a
intensidade das bandas pode ser medida mais precisamente, facilitando a comparagcdo dos
perfis de comunidades distintas ou altamente relacionadas (KENT;TRIPLETT, 2002).

4.4.4.2.Construcao de arvores filogenéticas

As reads geradas foram editadas para obten¢do de sequéncias consenso, removendo as
bases menores que 20 (de baixa qualidade) e contigs menores que 400pb através do programa
Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux (EWING;GREEN, 1998; EWING et al.,
1998; GORDON et al., 1998). Os contigs do 16S rRNA foram verificados quanto a existéncia
de quimeras no programa DECIPHER’S Find Chimeras, website
<http://decipher.cee.wisc.edu/FindChimeras.html> (WRIGHT et al., 2012). Depois foram
comparados em trés bancos de dados para maior confiabilidade dos resultados, dado que cada
um dos bancos possui critérios diferentes de deposi¢dao de informacdes: no RDP (Ribosomal
Database Project) website (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp); no EZTaxon-e website
(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/); e no blastn, modo Megablast, do NCBI
website (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome). As
sequéncias foram alinhadas com MUSCLE (EDGAR 2004a; 2004b) e foram construidas
arvores filogenéticas no programa MEGA versao 5 (TAMURA et al., 2011) para comparar os

organismos quanto ao gene 16S rRNA contra os mais préximos e bem caracterizados
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(type sequences) encontrados na base de dados RDP, além de uma sequéncia externa para
determinar a topologia (outgroup), com dois métodos de relagdo entre as sequéncias:
Maximum Likelihood (ML) e Maximum Parsimony (MP), ambos baseados em 1000 de
bootstrap (nimero de andlises que origina na maior probabilidade de o agrupamento existir,
exibido em porcentagem proximo aos ramos da arvore) com a delecdo da terceira base
nucleotidica. No ML a histéria evoluciondria inferida € feita pelo modelo de Kimura 2
(KIMURA, 1980), a partir de 30 nucleotideos consenso do alinhamento se deletando gaps e
dados perdidos, apds isso uma matriz dos algoritimos do Neighbor-Join e BioNJ é formulada
e utilizada para andlise de distancias no método Maximum Composite Likelihood (MCL) e a
arvore ML € a selecionada por ter o maior log de probabilidade do arranjo existir. No MP,
pelos algoritmos s@o produzidas diversas arvores de parcimOnia, nas quais a posi¢ao que mais

se repete é considerada a consenso e uma drvore final € criada (KUMAR, 2000).

Ao mesmo tempo, as sequéncias dos genes alk e bph foram analisadas pelo
Fungene Pipeline (<http://fungene.cme.msu.edu/index.spr>) quanto a existéncia de quimeras,
diversidade, transforma¢do em aminodcidos e obtencdo de sequéncias referéncia.
Apoés  foram  verificadas quanto as ORFs no ORF  Finder, website
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html>. O alinhamento com MUSCLE (EDGAR
2004a; 2004b) e construcdo de arvores filogenéticas ocorreu no programa MEGA versao 5
(TAMURA et al., 2011) para comparar os organismos quanto as especificidades dos genes
alkB e alkM e do bph com dois métodos de relacdo entre as sequéncias de aminodcidos:
Maximum Likelihood (ML) e Maximum Parsimony (MP), ambos baseados em 1000 de
bootstrap. No ML a histéria evoluciondria inferida € feita pelo modelo de Jones-Taylor-
Thornton et al. (JTT) (1992). No MP, pelos algoritmos sdao produzidas diversas arvores de
parcimOnia, nas quais a posi¢do que mais se repete € considerada a consenso e uma arvore
final € criada (KUMAR, 2000).
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4.5. Bioensaio de degradacao de n-alcanos e hidrocarbonetos aromaticos
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Figura 14 -Visdo global do protocolo do bioensaio de degradag@o de n-alcanos e hidrocarbonetos aromaticos por
células bacterianas isoladas de TPAs

Para avaliar a eficiéncia da biodegradacdo dos substratos pelos isolados obtidos,
bioensaios foram realizados como descrito por Hanson et al. (1993) e baseia-se na aplicacdo
do indicador redox DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol) a solu¢do contendo os substratos alvo.
Os bioensaios foram realizados em microplacas de poliestireno de 96 pocos com controles
positivos e negativos em triplicata junto aos isolados portadores dos genes alkB e alkM em
triplicata para avaliagdo de sua capacidade degradativa de n-alcanos; e com os isolados totais
em triplicata para avaliacdo se os mesmos possuem a capacidade de degradar hidrocarbonetos

aromaticos.

Para o bioensaio de hidrocarbonetos aromaticos foram utilizados os substratos
fenantreno (98% de pureza, Sigma Aldrich) de massa molecular 178,23 g/mol diluido em
etanol e filtrado em membrana de 0,22 um, uma substincia pura para um bioensaio
controlado; bifenil (99,5%, Sigma Aldrich, St Louis, MO) de massa molecular de
154,21 g/mol diluido em etanol e filtrado em membrana de 0,22 um, uma substincia pura
para um bioensaio controlado; e o 6leo diesel (3% de pureza, comum comercializado nos
postos de combustiveis brasileiros) diluido em dgua ultrapura e filtrado em membrana de

0,22 um, como uma possivel aplicacao.

Este ensaio € baseado no principio da descoloracdo do indicador redox
2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) (Sigma Aldrich, St Louis, MO) de massa molecular
326,11 g/mol. O DCPIP foi diluido em &4gua ultrapura a 100% e filtrado a 0,22 um e foi
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utilizado 0,2% do volume final (4ul). Este indicador atua como uma avaliacdo indireta de
degradacdo, em que quando elétrons sdo liberados no ambiente pela atividade enzimadtica das
células degradadoras dos substratos, este indicador € reduzido e sua conformacao estrutural se
modifica acabando por refletir diferentemente a luz, mudando do estado oxidado azul para o
estado reduzido incolor.

H
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Figura 15 -Processo de redu¢ao do DCPIP

O uso de padrdes € fundamental para a robustez dos resultados de um experimento
laboratorial. Os controles positivos utilizados foram os isolados contidos na Tabela 3: DSMZ
6899 - Pseudomonas putida, DSM 11192 - Gordonia sp., DSM 6612 - Arthrobacter oxydans,
todos obtidos do banco de culturas celulares DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, http://www.dsmz.de/index.htm).
Ja os controles negativos consistiram apenas dos meios BH, substratos, meio NB sem
inoculantes e o indicador DCPIP.

Tabela 3 - Padrdes positivos utilizados para o bioensaio de degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos
e para as caracterizacdes genéticas

No. Microrganis Metabolismo de hidrocarbonetos: Degradacao Tempo
DSMZ mo fonte de carbono e energia positiva degradacao
Fenantreno 24h

m-cresol, o-cresol, p-xileno, tolueno,

DSM Pseudomonas nitrotoluenos, 2-clorotolueno, benzenos Oleo diesel 24h

6899 putida . . . .
clorinados, fendis, tri- € dichloroetilenos Bifenil 16h
Fenantreno 16h
DSM Gordonia sp. n-alcano, naftaleno., tolueno, m-xileno, p- Oleo diesel 16h
11192 xileno
Bifenil 24h
DSM Arthrobacter hexadecano, hexano, d4c.bromobenzdico, Bifenil 24k

6612 oxydans ac. 4-clorobenzdico

4.5.1. Densidade de células

Para se avaliar igualmente a atividade dos isolados, utiliza-se de uma quantidade
padrdo de indculo para os bioensaios, no caso 10%-10° células por ml (cél/mL), medidos por
contagem celular de células mdveis sob microscopio 6ptico a 1000X (Bel Photonics, Osasco,
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Brazil) com camara de Neubauer (Boeco, Hamburg, Germany) e espectrofotometria em
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, West Palm Beach, United States) no comprimento de
onde de A600nm.Os isolados mantidos em glicerol 40% a -80°Cforam transferidos na
quantidade de 200ul para tubos de 1,5ml contendo meio Nutriente liquido, NB, (Oxoid,
Basingstoke, United Kingdom) e incubados sob agitacdo d 180 rpm a 320Cp0r 42h.Devido a
diferentes morfologias, tamanhos celulares e coloragdes, os isolados foram identificados
segundo essas caracteristicas no meio liquido, aliado as identificacdes moleculares quanto ao
género e espécies (em alguns casos) pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. Assim,
24 isolados foram escolhidos para servirem de modelos as avaliagdes de densidade Optica e
contagem de células de acordo com Lelliott e Stead (1987), sendo construidos graficos
relacionando o nimero de células com as os valores de O.D. de cada um dos 24 modelos.
Cada um dos 85 isolados tiveram sua O.D. medida e calculos com a func¢do do grafico do
organismo modelo correspondente foram feitas e se obteve uma quantidade final de meio que
contivesse o nimero de células necessdrias ao experimento. O volume final de inoculantes

variou de 4-50ul.

4.5.2. Pré-teste de padroes, concentracoes e co-fator

Um pré-teste foi feito com diferentes diluicdes de cada substrato, segundo seu peso
molecular, e seus respectivos controles positivos. As melhores concentragdes, ou a menor
inibicdo, para cada substrato encontrada para todos os controles positivos por categoria estao
na Tabela 4.

Tabela 4 -Concentracdes testadas em pré-teste com todos os controles positivos e a melhor
concentracao de cada substrato para todos os controles para degradacao de hidrocarbonetos

aromaticos
Substrato Menor inibicao
Bifenil (154,21g/mol) 0,05% (2ul)
Fenantreno (178,23 g/mol) 0,05% (2ul)

Diesel (3% de pureza) 8% (32ul)
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4.5.3. Teste de biodegradaciao com os isolados

Finalmente, depois do volume de células, substratos e indicador DCPIP, o meio
minimo utilizado para completar 200ul dos pocos foi o Bushnell-Hass (BH, Difco, Detroit,
Estados Unidos), composto por(g/L): MgSOy : 0,2; CaCl, : 0,02; KH,PO, : 1,0; K;HPO, : 1,0;
NH4NOs : 1,0; FeCls : 0,05.

As microplacas foram mantidas no escuro sob temperatura ambiente (18°C) e agitacdo
orbital de 170 rpm. Medi¢oes foram feitas a 2h, 4h, 8h, 16 e 24h depois do comeco do
experimento em espectrofotdmetro Multiskan FC, (Thermo Scientific, West palm Beach,
United States) com mdédulo de agitacdo antes das leituras a A620nm, que captura o azul do
DCPIP como um croméforo. Uma vez que a medida de absorbancia é uma relagdo inversa da
taxa de degradacdo, os dados foram normalizados por meio de subtracdo de 1 e a taxas foram
obtidas em relacdo a absorbancia dos controles negativos. Deste modo, taxas negativas
indicadas por graficos de colunas se referem a baixa captacdo de cromoéforos, indicando
atividade positiva de degradagao do substrato pelos isolados e padrdes positivos.

Ap6s verificacdo de total descoloracdo do DCPIP, os conteidos dos pocos foram
retirados e centrifugados a 14.000 rpm por 1 min para obtencdo das células. Estas foram
diluidas em dgua ultrapura na quantidade de 200ul e foram submetidas a espectrofotometria a
A600nm para averiguacdo da O.D. e inferéncia do crescimento celular durante o processo de
biodegradagdo de cada substrato. O controle negativo para as medi¢des em espectrofotometria

foi realizado pelo mesmo procedimento utilizando os controles negativos das placas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analises fisicas e quimicas do solo

As propriedades do solo possuem um importante papel na fertilidade, por influenciar a
nutricdo da biota. Como j4 dito anteriormente, uma alta concentracdo de matéria organica leva
a formacao de humus pela decomposi¢ao natural e dentre seus componentes mais importantes
estdo os dcidos himicos (AH), que também podem vir de MO pirolisada. Tais AH atuam na
elevacdo das trocas catidnicas (CTC) e na diminui¢do do pH, o que, juntamente com outros
fatores bidticos, evitam a lixiviagdo e influenciam positivamente na ciclagem dos nutrientes

no solo.

Comparando-se as dreas quanto aos componentes fisico-quimicos da Tabela 5: a) em
relagdo ao pH, todos os solos de TPA apresentam pH 4cido variando de 5,3-6,5 , enquanto
que o solo adjacente possui acidez mais elevada em 3,9; b) os nutrientes em geral sdo mais
abundantes nos solos de TPA, como no caso do fésforo (P), célcio (Ca) e magnésio (Mg),
porém com variacdes dentro dos solos de TPA, como o potéssio (K), havendo dreas com
quantidade semelhante ao solo adjacente; d) o teor de aluminio disponivel (Al) no solo
adjacente € muito maior em relacdo a todos os solos de TPA, chegando a situacdo de
toxicidade por aluminio; e) a matéria organica (MO) € alta em todos os solos de TPA em
detrimento do solo adjacente; f) a acidez potencial (H+Al) é semelhante a todos os solos,
porém o teor de bases trocdveis (SB) e capacidade de troca catidnica (CTC) sdo muito

maiores nos solos de TPA em relacdo ao solo adjacente.

As diferentes concentragdes e organizagdes das particulas do solo influenciam na
infiltracdo da 4gua e retencdo de nutrientes. Particulas de argila tendem a formar aglomerados
com a MOS, o que propicia uma maior reten¢do de nutrientes no mesmo, como € visto nas

andlises quimicas (Tabela 5).

O pH mais elevado das TPAs leva a uma diminuicao do aluminio disponivel, porém
maior disponibilidade de Ca e Mg (EMBRAPA, 2011). Valores elevados de SB (RONQUIM,
2010) e de CTC (GLASER et al., 2002) indicam solos como férteis por tais fatores reduzirem
a lixiviagdo de nutrientes. Assim, os maiores teores de nutrientes, SB e CTC, em meio a um
pH 4acido ndo extremo, sdo um dos indicativos quimicos da capacidade dos solos de TPA de

sustentarem alta fertilidade vistos na analise dos solos deste estudo.
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Tabela 5 - Atributos quimicos e fisicos dos solos de Terra Preta de Indio das cinco 4reas e uma adjacente

) Idadeda PH P K Ca Mg Al H+Al SB CTC M.O Dp Ds Pt
Area . Textura
capoeira .0 mg/Kg mmolc/Kg g/kg g/cm? cem?/em?
Laguinho 20 anos 5,3 53 04 41 10 3 35 51,2 87 29 Média arenosa 2,587 1,33 0,4977

Barroso 40 anos 5,2 751 0,5 48 9 4.5 52 54,7 1273 41 Média arenosa 2,564 1,29 0,5017

Costa do
10 anos 5,6 294 1,2 74 10 6 49 84,4 1333 40 Média arenosa 2,53 1,17 0,5203

Acutuba
Lago Grande 20 anos 5,7 927 0,6 128 16 <1 51 145,3 196 53 Argilosa 2,496 0,93 0,629

Hatahara
12 anos 6,3 927 2,8 166 21 <1 27 187,5 2139 61 Argilosa 2,523 1,1 0,5598

Capoeira

Hatahara
12 anos 6,0 964 2,5 1295 19,5 <1 46  152,7 194,25 53 Argilosa 2,526 1,13 0,5463

Canavial

Hatahara
12 anos 6,0 738 3,1 98 14 <1 49 114,1 1616 48 Argilosa 2,576 1,3 0,4977

Pastagem
Adjacente - 39 4 0,4 5 1 24 55 2,5 61,1 32 Média argilosa 2,632 1,29 0,5053

P (mg.Kg-1); K, Ca, Mg, Al, H+Al, SB, CTC (mmolc Kg-1); V e m (%). H+Al: Acidez potencial; SB: Soma de bases trocaveis; CTC: Capacidade de troca de cations;
M.O.: Matéria organica. Classe de textura: Argila (c/ dispersante) até 149 g/kg = arenosa (ar);de 150 a 249 g/kg = média arenosa (md-ar); de 250 a 349 g/kg = média
argilosa (md-arg); de 350 a 599 g/kg = argilosa (arg); de 600 g/kg ou superior - muito argilosa (m-arg). Densidade real (Dr) = Dens. particulas (Dp) - picnometro;
Densidade aparente (Da) = Dens. do solo (Ds) - anel volumétrico; Pt= porosidade total.
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Atravéz das andlises dos solos, podemos considerar dreas mais conservadas e dreas
degradadas de TPA. As areas Lago Grande e Barroso possuem floresta secundaria, sendo
mais densa que as capoeiras das outras dreas e pelas andlises quimicas, e nao houve diferencas
entre florestas secunddrias e floresta secundaria média mais conservada, como Hatahara, as
quais destoam bastante das caracteristicas do solo adjacente. Ja das capoeiras restantes, a do
Laguinho se mostra mais degradada., sendo que o solo é o que mais se assemelha as
caracteristicas do solo adjacente, podendo ser devido a profundidade da TPA encontrada sera

menor de todas as TPAs amostradas neste estudo.

Os solos coletados das diferentes coberturas vegetais da drea Hatahara mostram-se nao
distintos, sendo que os solos com cultivo de cana-de-aclicar e pastagem permaneceram com
caracteristicas quimicas muito semelhantes da TPA original. Tal fato pode ser devido ao nao
uso de fertilizantes no cultivo e a resiliéncia do ambiente TPA, que com sua mistura de
componentes - alta concentracdo de MO 4&cidos himicos em abundancia, CTC e SB alta,
podendo estar relacionados também a microbiota desses ambientes - propiciam a manuteng¢ao
da qualidade do solo, ou seja, sua alta fertilidade. Porém, dentre os solos do Hatahara, houve
mudanca na concentracdo de Ca e Mg no solo com pastagem em relacdo aos solos com
canavial e capoeira, o que pode ser devido a carreacdo desses nutrientes atravéz da retirada
das gramineas pelo gado. Vale ressaltar que anteriormente a 12 anos a drea era utilizada para
cultivo de mamao. Outra observagdo € a de que os solos com canavial e pastagem apresentam
maior acidez potencial que o solo da mesma mancha de TPA com capoeira, o que pode ser
explicado por Cunha e colaboradores (2007) que indicam que TPAs cultivadas apresentam
maior acidez pela reatividade dos AH, o que favorece a formacgdo ou preservacao de grupos
funcionais acidos, sendo possivel que os microrganismos que crescem sobre os HPAs sejam
mais presentes e ativos em TPAs cultivadas em relagdo as TPAs com floresta nativa. O que
pode ser, entdo, devido ao revolvimento do solo que propicia a alta mineralizacdo da MO e

oxidacao.

5.2.Isolamento bacteriano, extracao de DNA, amplificacao gene 16S rRNA, alk e bph,

sequenciamento e identificacao

A partir do biocarvio de sete dreas de Terra Preta de Indio da Amazénia com
coberturas vegetais distintas, por meio de cultivo em ambiente microaerofilico em cinco tipos
de meios nutritivos, obteve-se 240 isolados bacterianos. Estes foram separados segundo a
riqueza morfoldgica das coldnias (forma, tamanho, cor, textura, odor, difusdo ou ndo no meio

s6lido) e isolados unicos foram destinados aos testes posteriores.

Foi satisfatoria a obtengdo dos DNAs dos isolados pelo método escolhido, havendo
boa quantidade e qualidade. As sequéncias do gene 16S rRNA de Bacteria com tamanhos

maiores que 400 pb foram analisadas para a identificacdo molecular dos isolados e obtive-se
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81 isolados identificados. Destes, 6 isolados possuem o gene alk para biodegradacdo de
alcanos. Ainda obtivemos 5 isolados com o gene alk, porém nao foi possivel sua identificacao
molecular devido a 4 ndo apresentarem sequéncias da qualidade esperada, havendo
necessidade de refazer o sequenciamento, e 1 deles € considerado bactéria ndo classificada

(unclassified bacteria). A identifica¢do dos isolados pode ser observada no Anexo A.

Nao houve presenca de quimeras nas sequéncias do gene 16S rRNA.Sendo assim,
todas as sequéncias sdo isentas de qualquer alteracao artificial dos métodos moleculares e os

resultados sdo reflexo das variagdes existentes na natureza.

Em relacio ao nimero total de isolados antes da selecdo morfolégica (240), os
mesmos se distribuiram nos carvoes das dreas de coleta da seguinte forma: 22,50% dos
isolados pertencem ao carvao da drea Laguinho; 17% ao carvao da Costa do Acutuba; 9,58%
ao carvao da Lago Grande; 15% ao carvao da Barroso; 13,75% ao carvao da Hatahara

Capoeira; 12,91% ao carvao da Hatahara Canavial e 9,16% ao carvdo da Hatahara Pastagem.

Ap6s a selecdo morfoldgica, os isolados finais (86) condisseram com as seguintes
propor¢des pelas dreas de coleta: 19,77% sao provenientes do carvao da area Laguinho;
18,60% da Hatahara Pastagem; 18,60% da Costa do Acutuba; 13,95% da Hatahara Canavial;
12,79% da Lago Grande; 11,63% da Barroso; e 4,65% da Hatahara Capoeira. Como ja
conhecido que o cultivo ndo condiz com a real diversidade do ambiente, tais valores sao

somente para caracterizar as abundancias relativas dos isolados obtidos no estudo.

O biocarvdao de TPA € originado da pirdlise de diversos materiais organicos com
variadas proporcdes de moléculas, como por exemplo a lignocelulose de diferentes plantas;
temperaturas; quantidades de oxigénio; tempos de combustdo; e influéncias da propria
microbiota nele existente. Deste modo, sdo gerados fragmentos de carvdo com dimensoes,
porosidade, resisténcia, bio-Oleos, grupos funcionais e, consequentemente, microbiotas
diferentes aptas a persistir nele. Deste modo, as diferencas na microbiota se devem a natureza

do biocarvao e as alteracdes que este sofreu no solo.

Pode-se observar que o biocarvao da drea Laguinho proporcionou o maior nimero de
isolados. Esta drea, curiosamente, foi a que mais apresentou caracteristicas de um solo
degradado pelas anédlises quimicas e foi a camada de TPA mais rasa encontrada. Pode ser que
os fragmentos de carvao estivessem mais expostos, sendo influenciados pelas alteracdes de
temperatura e umidade, o que pode ter mudado a estrutura da comunidade bacteriana ao forgar
a selecdo das bactérias mais aptas, que, coincidentemente, sdo passiveis de cultivo. Foi
possivel a obtencdo de alto nimero de proteobactérias, ja conhecidas por serem muito
adaptadas a diversos ambientes; e actinobactérias, ja conhecidas por estarem associadas a

ambientes secos.
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Em todas as dreas foram obtidos isolados identificados como nao cultivados, algo
esperado por os fragmentos de biocarvao de TPA serem um ambiente restrito e ndo terem sido
estudados pelo método de cultivo. No geral, identificamos uma alta riqueza de géneros
bacterianos, totalizando em 24  géneros: Burkholderia, Ralstonia, Pseudomonas,
Achromobacter, Pantoea, Leclercia, Acinetobacter, Cupriavidus, Enterobacter, Variovorax,
Leifsonia, Leclercia, Pantoea, Parapusiliimonas, Bordetella;, Bacillus, Paenibacillus,
Lysinibacillus, Brevibacillus, Rummeliibacillus; Arthrobacter, Streptomyces, Rhodoccocus;

e Fibrobacterium.

Os géneros Leclercia, Variovorax, Bordetella, Rumeliibacillus, Parapusiliimonas e
Leifsonia foram identificados como nao-cultivados (uncultured bacteria), que mesmo com
sequéncias de 16S rRNA grandes,apresentam identidade com tais identificagcdes no banco
RDP (valores menores de 96%), como também com clones ambientais (sequéncias obtidas
por andlises moleculares, sem isolamento bacteriano) do banco NCBI, sendo que no
EZTaxon-e as identidades com isolados foram baixas (<45%) (ANEXO A).

O termo unclassified bacteria foi utilizado para referenciar o isolado 28B da éarea
Hatahara Pastagem obtido pelo meio BHI, cuja sequéncia do gene 16S rRNA € parcial com
679pb e ndo obteve alta similaridade com géneros do RDP, tampouco com isolados do
EZTaxon-e, havendo uma similaridade de 82% com o acesso FQ700280.1 de um clone
ambiental do banco NCBI proveniente de ensaio de enriquecimento de solo de Madagascar

com minhocas endogénicas deste solo. Salienta-se que o isolado 28B ¢ um dos 11 que

possuem o gene alk.
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Tabela 6 - Proporcoes relativas dos géneros bacterianos dos isolados dentre os carvoes das
areas de coleta

Géneros

Filos (% relativa por  Laguinho Costa do Barroso Lago Hatahara Hatahara Hatahara
(% total) 7 drea) P J Acutuba Grande  Capoeira Pastagem Canavial
Pseudomonas 22.22% 25,00% 5,88% 20,00%
Burkholderia 5,56% 25,00% 10,00% 5,88% 6,67%
Enterobacter 5,56% 16,67% 5,88% 6,67%
Achromobacter 50,00%
P r"fﬁ?g;ﬁ”“ Acinetobacter 8,33% 9,09% 6,67%
Cupriavidus 6,67%
Pantoea 18,18% 6,67%
Achromobacter 8,33% 5,88%
Ralstonia 5,56% 5,88%
Paenibacillus 9,09%
Lysinibacillus 10,00%
Firmicutes Bacillus 1667% = 8.33% 40% 9,09% 2941% = 6,67%
21,64%
Brevibacillus 5,56%
Paenibacillus 10,00% 6,67%
Arthrobacter 16,67% 10,00% | 27,27% 16,67% 5,88%
Actinobacteria
12.83% Rhodococcus 6,67%
Streptomyces 6,67%
Bacteroidetes .
0.84% Flavobacterium 5,88%
22,10% Uncultured 55 250, 8,33% 20% | 2727% | 3333% | 23,53% | 20,00%
bacteria
0.84% Unclassﬁed 5.88%
bacteria

Os géneros identificados correspondem a basicamente quatro filos bacterianos:
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes. Os trés primeiros incluem
milhares de representantes e correspondem de 90 a 95% de todas as espécies bacterianas
conhecidas atualmente (NUNES, 2006). Todos os filos apresentados foram anteriormente
descritos nas bioprospecg¢des realizadas em solos e em biocarvao de TPA (NAVARRETE et
al., 2010; CANNAVAN, 2011; GERMANO, 2011). Porém, nas andlises estritamente
moleculares, os filos Verrucomicrobia, Acidobacteria, Planctomycetes e Nitrospira também
foram encontrados, o que nao foi possivel no método de cultivo. Em relagao a riqueza de filos
e géneros dos isolados selecionados e identificados (Tabela 6), pode-se observar que a drea
Hatahara Canavial mostrou maior riqueza de géneros bacterianos. Porém, foi a Hatahara
Pastagem que mais proporcionou variedade de filos bacterianos, havendo o aparecimento do
unico isolado pertencente ao filo Bacteroidetes.Este filo foi constatado como um dos menos
abundantes nas andlises estritamente moleculares (NAVARRETE et al., 2010). Tal fato pode
ser devido a natureza do carvdo amostrado ser diferente, que pode propiciar distintas

abundancias de filos bacterianos, como supracitado. Assim, pode ser que o carvao amostrado
77
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seja um microhabitat diferente do ja estudado pelos pesquisadores citados e o filo
Bacteroidetes seja mais abundante no material do presente estudo, sendo possivel seu
isolamento. Ou que o método de cultivo escolhido pode ter beneficiado esta bactéria, que

mesmo pouco abundante pode ter encontrado um meio para melhor se desenvolver.

A identificagdo no banco EZTaxon-e mostrou que a grande maioria das sequéncias de
nucleotideos do gene 16S ribossomal se assemelham com a de isolados de dreas
contaminadas, bem como de bioensaios de degradacao com hidrocarbonetos arométicos. Isto
demonstra a confiabilidade e a acuricia do método de cultivo no isolamento de
microrganismos com potencial para biodegradacdo a partir do biocarvao de TPA. Assim, os
fragmentos de carvao sao um dos compartimentos dos solos de TPA que corresponde a um
hotspot de diversidade microbiana em relacdo a processos metabdlicos funcionais, que pode
explicar em parte a constatacdo de estudos anteriores (TSAI et al., 2003; GERMANO et al.,
2012).

Tal fato se confirma em nossos bioensaios com hidrocarbonetos aromaticos

representados pelos substratos fenantreno, 6leo diesel e bifenil.

O filo Proteobacteria € considerado o maior e mais diverso, apresentando grande
diversidade morfologia e metabdlica. A dominancia ocorre em solos cultivados(NUSSLEIN;
TIEDIJE, 1999) e solos contaminados com metais pesados (SANDAA; TORSVIK; ENGER,
2001), que em geral apresentam pH alto em relacio aos solos de floresta. O género
Pseudomonas foi dentre os mais presentes entre os isolados do biocarvao, estando altamente
adaptadas e distribuidas nos ambientes (MA; WANG; SHAO, 2006), e sdao fortemente
relacionadas a biodegradacdo de hidrocarbonetos(LEAHY; COLWELL, 1990).Também sao
relacionadas com a degradacdo de hidrocarbonetos de diversas complexidades:
Achromobacter e Acinetobacter (LEAHY; COLWELL, 1990); Azomonas (PIEPER, 2005);
Burkholderia (DUA et al., 2002); Ralstonia e Cupriavidus (WITZIG et al., 2006); Pantoea é
considerada promotora de crescimento de plantas e auxilia na fitorremediacao de 6leo diesel,
e degradadora de alcanos (TARA et al., 2014), Leclercia (SARMA et al., 2004); Enterobacter
(KHORASANI et al., 2013), Variovorax (HUPERT-KOCUREK et al., 2013); Serpens
degradadora de alcanos (PERRIELLO, 2000); Parapusillimonas (SUN et al., 2013) e
Leifsonia (VAZ-MOREIRA et al., 2008).

Actinobacteria é um filo de gram-positivas, aerdbicas e anaerdbicas, com alto
conteido G+C em seu DNA e possui espécies de forma livre na dgua e em associagdo a
plantas e animais de forma benéfica ou patogénica. Sdo também organismos de metabolismo
versatil, que possuem importante funcdo na decomposicdo da matéria organica e na formagao
do humus (GOODFELOW; WILLIAMS, 1983), além da notdvel producdo de
antimicrobianos que segundo Lancini e Lorenzetti (1993) contribuiram com 6000 antibidticos.

Muitos géneros apresentam interesse industrial, como Arthrobacter, Rhodococcus and
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Gordonia, que estdo associados a degradacdo de hidrocarbonetos saturados e aromdticos
(JUHAZ; NAIDU, 2000; PATHAK, 2013; MUTNURI; VASUDEVAN; KAESTNER, 2005),
além de Streptomyces (BROSSI et al., 2014). Este ultimo, ainda possui grande participag¢do na
geracdo de antimicrobianos, fazendo parte do fornecimento de cerca de 75% dos antibidticos
produzidos por actinobactérias (LANCINI; LORENZETTI, 1993). Renibacterium sao
conhecidas por produzirem biosurfactantes, compostos associados a mobilidade, como
também facilitadores da aquisicao do substrato na degradacdo (CHRISTOVA et al., 2004).

O filo Firmicutes € de bactérias gram-negativas, aerdbicas e anaerdbicas, com baixo
conteddo G+C e possuem hetero e homofermentacgdes e respiracdo. Bacillus e Paenibacillus
ainda sdo descritos por serem degradadores de hidrocarbonetos aromaticos (LEAHY;
COLWELL, 1990; PIEPER, 2005; DAANE et al., 2001).

Pode-se notar que o isolamento microaerofilico resultou em Bacillus spp., o qual foi
um dos mais abundantes em anaerobiose facultativa, sendo um dado a acrescentar as

caracteristicas do género em questao por tal fato nao ter sido muito documentado na literatura.

Bacteroidetes compreendem bactérias gram-negativas, estritamente aerdbias a
estritamente anaerdbicas e estdo amplamente distribuidas nos ambientes como solo,
sedimentos, ambiente marinho, e ainda em simbiose na pele e aparelho digestivo de animais,
sendo capazes de degradar quitinas, celulose e hidrocarbonetos arométicos (SHAH, 1992). O
género Flavobacterium fora citado por Leahy e Colwell em 1990 por fazer parte, juntamente
com outras bactérias, como os mais citados em estudos de biodegradacdo de hidrocarbonetos

aromaticos.

Em relacdo as abundancias relativas da riqueza morfolégica dos isolados bacterianos
obtidos dos cinco meios de cultivo, os melhores meios foram: GA com 34,88% dos isolados;
ES com 24,42%:; AIA com 20,93%:; BHI com 16,28%; e TSA com 3,49%.

5.2.1. Analise filogenética gene 16S rRNA

Nas andlises filogenéticas do gene 16S rRNA no método de Maximum Likelihood
(ML) (Figura 16) e no Maximum Parsimony (MP) (Figura 17) foram observados
agrupamentos satisfatérios de muitos isolados com suas respectivas sequéncias referéncia
internas, sendo que no filo Proteobacteria todos os agrupamentos contiveram sequéncias
referéncia, assim como o (c) da arvore MP que se divide em (cl) e (c2) na ML com grupos

que abrangem o filo Firmicutes juntamente a sequéncias referéncia internas.

Por outro lado, ocorreram grupos exclusivos de sequéncias de isolados sustentados por
altos valores de bootstrap das sequéncias referéncia (a) e (b) mostram grupos exclusivos de
isolados do filo Actinobacteria sustentado nos dois métodos filogenéticos utilizados; ja o (d)
nas duas drvores mostra agrupamento exclusivo de isolados do biocarvao do filo Firmicutes.
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Tal fato pode ser devido a uma variagdo intrinseca no DNA bacteriano de isolados do
biocarvao de TPA. Germano et al. (2012) observaram grupos de sequéncias de genes de
subunidades alfa de dioxigenases aromaticas compostos unicamente de sequéncias oriundas
da TPA, em detrimento das referéncia obtidas de outros ambientes. Deste modo,pode haver

uma varia¢do genética determinante nas bactérias dos solos e carvao de TPA.

Ja as sequéncias de isolados em vermelho possuem identificacdo indefinida
(uncultured e unclassified) e se mostram ndo agrupadas por apresentarem posi¢oes diferentes
e nio se pode chegar a um consenso. Todo este quadro pode ser devido ao seu tamanho
reduzido, havendo a necessidade de sequenciamento com primers internos do gene 16S rRNA

bacteriano para melhor esclarecimento de suas identidades.
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5.2.2.Amplificaciao do gene alk e bph, sequenciamento e identificacio

Quanto ao gene bph, ndo houve isolados detentores deste gene, porém isso nao
significa que os isolados ndo tenham capacidade de degradar substratos aromaéticos, e até
alcanos, por os plasmideos poderem carregar muitos genes funcionais e produzirem diversas
enzimas com capacidade de degradar substratos diferentes. Além de homologias existentes
entre os genes, em que apenas algumas partes se modificam e levam a geracdo de enzimas
diferentes (PARK; CROWLEY, 2006). Na literatura existem descricdes da presenca de
plasmideo envolvido na degradacdo de alcanos, clorobifenilos (PCBs), naftaleno, tolueno,
xileno, toluato, etilbenzeno e outros compostos. Tal capacidade pode ser derivada da
transferéncia horizontal de genes (THG), em que os plasmideos constituem uma forma de
DNA altamente transferivel via conjugacao ou transformagao (LEAHY; COLWELL, 1990) e
a THG pode levar a totalidade dos individuos de determinada populag¢do, ou mesmo de uma
comunidade bacteriana, a aquisi¢cdo das informacdes contidas no plasmideo inicial (PARK;
CROWLEY, 2006), expandindo o potencial metabdlico para outros membros de um

ecossistema.

Foi prospectado no estudo também o gene alk, mais propriamente as regides alkB até a
alkM. O gene alkB sintetiza a enzima alkane monooxygenase (AlkB), que é a enzima que
contém 2 atomos de ferro ligados por 8 histidinas localizada na membrana bacteriana (VAN
BELIEN et al., 2005), e o gene alkM sintetiza as alkane hydroxylases terminais (AlkM).
Ambos fazem parte do sistema alkane omega-hydroxylase (ALKB), o qual € responsdvel pela
oxidacdo inicial de alcanos, e € composto por 3 componentes: NADH-rebredoxin reductase
(AIKT), uma rubredoxin solivel (AlkG) e a enzima integral da membrana bacteriana (AlkB).
Ainda incluem-se no sistema ALKB a terminal alkane hydroxylase (AlkM), xylene
monooxygenasehydroxylases (XyIM), p-cymene monooxygenase hydroxylases (CymAa) e
outras proteinas relacionadas. O sistema ALKB possui regides hidrofébicas extensas, fazendo
parte da membrana plasmaética bacteriana, e utiliza ferro e oxigénio para clivar ligacdes C-H
de alcanos (SHANKLIN et al., 1997), convertendo esse substrato em acil CoA.

Obtivemos 11 isolados detentores do gene alk. Observamos que as sequéncias nao sao
quimeras,sendo assim, todas as sequéncias sdo isentas de qualquer alteracdo artificial dos
métodos moleculares e os resultados sdo reflexo das variagdes existentes na natureza. Porém,
possuem codons de parada, havendo ao menos trés open reading frames (ORFs)sendo
sequéncias ndo codificdveis por completo, observadas pela anédlise no ORF Finder. Estes
podem ter surgido de mutacdes de inser¢ao ou delecao de nucleotideos das sequéncias génicas
codificaveis. Cerca de 80% do DNA bacteriano € codificavel (KUO; MORAN; OCHMAN,
2009), porém estudos observaram que genomas bacterianos possuem genes partidos ou
interrompidos, os quais sdo codificiveis em outros genomas bacterianos relacionados
(ANDERSSON; ANDERSSON, 2011; KARRO et al., 2007) e podem chegar a compreender
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mais que 50% do genoma bacteriano (TOH et al., 2006). Apesar de as sequéncias nao serem
inteiramente codificaveis, suas ORFs apresentam alta similaridade com as existentes no NCBI
pela identificagcdo no blastp. As identificacdes do tblastx das sequéncias inteiras estd na

Tabela 7, e das ORFs no blastp estdo no Anexo B.
Exceto o isolado 9A_Paenibacillus_sp._JX434145.1(99%_814bp)(Lago Grande/AlA)

que ¢é possuidor do gene alkM, cujo produto seria a terminal alkane hydroxylase, a maioria
dos isolados (90,90%) possui homologia com sequéncias do gene alkB cujo produto seria a
alkane monooxygenase. Muitas ORFs foram similares a familia protéica de fatty acid
desaturase, a qual € estruturalmente relacionada ao sistema ALKB (SHANKLIN; WHITE;
FOX, 1994).

Em adi¢@o, a maioria dos isolados com gene alkB (63,63%) ¢é similar a sequéncias de
clones ambientais, ou seja, tais genes ndo foram obtidos de isolados bacterianos conhecidos e
cultivados. Sendo assim, obtivemos isolados com sequéncias do gene alk ainda ndo estudadas
de seus organismos portadores. E afirmamos que os portadores verificados neste estudo sao
bactérias do filo Actinobacteria representado por Arthrobacter woluwensis (isolado 35T
proveniente da Costa do Acutuba); do filo Firmicutes representado por Paenibacillus sp. (9A
proveniente da Lago Grande) e do filo Proteobacteria representado pelos isolados
Acinetobacter sp. (isolados 32T da Costa do Acgutuba e 8A da Lago Grande), Pseudomonas
plecoglossicida (isolado 30GA da Hatahara Canavial) e Pseudomonas sp. (isolado 3E da
Costa do Agutuba).

Ainda houve uma bactéria ndo cultivada e nao identificada detentora do gene
alk(isolado 28B da Hatahara Pastagem). Os outros quatro isolados ndo possuem identificagao,
sendo 3 provenientes da Costa do Acutuba (isolados 2E, 2A, 20A) e 1 da Laguinho (isolado
16GA).

Apesar das sequéncias possuirem varias ORFs, nas construcdes filogenéticas ocorre a
delecdo parcial de gaps, havendo comparacdo de sequéncias igualmente integras. Assim, nas
andlises filogenéticas com as sequéncias referéncia do gene alk do banco Fungene (Figuras 19
e 20), observamos que as nossas sequéncias possuem homologias com as externas como
indicado por (c) e (d), cujo agrupamento se repete nos dois métodos utilizados. Além disso,
um agrupamento exclusivo de sequéncias parciais do gene alk (sequéncias forward somente)
de dois isolados, representado por (a), se repetem possivelmente pelo tamanho diferenciado
destas sequéncias em relagcdo as demais. Porém, o agrupamento (b) € exclusivo de sequéncias

completas de gene alk de isolados sustentados pelas duas arvores.

Portanto, houve a presenca do gene para degradacdo de alcanos de biocarvao de areas
de TPA com capoeira e com cultivo e indica que existem bactérias possivelmente

degradadoras de lignocelulose no biocarvao de TPA.



Tabela 7 - Identificagdo das sequéncias do gene alk
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Isolados Seq. (pb) N.Acesso Descrigdo Sim.  E-value
35T_Arthrobacter_wol
uwensis_ Uncultured bacterium clone OTU 19 alkane o 7,00E-
X93353(97.49%_879bp 498 EU307684.1 monooxygenase (alkB) gene, partial cds 95% 69
)(C.Agutuba/TSA) alkB
32T_Acinetobacter_sp.
_KC257028.1(99%_893 Uncultured bacterium clone OTU 19 alkane o 2,00E-
bp)(C.Agutuba/TSA) 423 EU307684.1 monooxygenase (alkB) gene, partial cds 99% 74
alkB
30GA_Pseudomonas_p
lecoglos . . . .
sicida_JQ995478.1(99 465  HQ685899.1 Ac'"ef bj:;irlgi‘i";re:s:ezz :r?;:gsa'ka”e 99% 3’235
%_870bp)(H.Canavial/ v ¥ gene, P
GA) alk
8A_Acinetobacter_sp._
KC257028.1(97%_798b Uncultured bacterium clone P1A03_GMR o 1,00E-
p)(Lago Grande/AlA) S04 X171313.1 alkane-hydroxylase (alkB) gene, partial cds 89% 68
alkB
3E_Pseudomonas_sp._ .
AMO088477.1(99%_143 543 EU307684.1 U?:Z:;’;id Zancat::;‘arITILBC')°n;STUar1t?aTT§:e 99% 1'10203E
8bp)(C.Agutuba/ES) alk & gene, p
16GA(Laguinho/GA)alk 51 IN616316.1 Bacillus sp. MS238f alkane»ljmonooxygenase 99% 7,00E-
B (alkB1) gene, partial cds 120
2E (C.Acutuba/ES) alkB 523 EU307684.1 Uncultured bacterium clone OTU 1‘_? alkane 87% 1,00E-
monooxygenase (alkB) gene, partial cds 89
20A Acinetobacter sp. SJ-15 alkane monooxygenase o 2,00E-
(C.Agutuba/AlA)alkB >49 10622394.1 gene, partial cds 7% 77
9A_Paenibacillus_sp._
1X434145.1(99%_814b . ) ,, 6,00E-
0) (Lago Grande/AIA) 299 AJ009585.1 Acinetobacter sp. alkM gene, partial 93% 0
alkm
28B_uncultured_bacte
ria_FQ700280.1(82%_6 Uncultured bacterium partial alkB gene for o 2,00E-
79bp)(H.Pastagem/BHI 286 HG530430.1 alkane monooxygenase, clone TGLR-4 9% 36
) alkB
2A (C.Acutuba/ES)a IkB 581 KF177290.1 Uncultured bacterium clone B4 putat!ve alkane 93% 7,00E-
monooxygenase (alkB) gene, partial cds 118

Os isolados portadores de genes alk estdo apresentados pelo nome do isolado, identificacdo molecular, nimero
de acesso a sequéncia similar e porcentagem de similaridade com a identificacdo, seguido da 4rea de coleta de
onde provém e o meio de cultivo pelo qual foi isolado. AIA - Actinomycetes Isolation Agar; BHI - Brain-Heart
Infusion Agar; ES - Extrato de solo de TPA; GA- Agar de Wageningen; TSA- Trypticase Soy Agar. Sdo ainda
apresentados os tamanhos das sequéncias do gene alk, os nimeros de acesso, porcentagem de similaridade e
descricao das sequéncias similares. As sequéncias completas foram identificadas pelo método tblastx contra do
banco de dados NCBI.
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20A alkB (C.Agutuba/AlA)
8A alkB Acinetobacter sp. (Lago Grande/AlA)
32T alkB Acinetobacter sp. (C.A¢utuba/TSA)
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Figura 18 -Relacdes das sequéncias de aminodcidos do gene alk dos isolados com sequéncias internas pelo método de Maximum Likelihood Tree (ML) com
1000 de bootstrap e modelo de distancia evolutiva de Jones-Taylor-Thornton (JTT) realizada no programa MEGA 5 (TAMURA, 2011)
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Figura 19 -Relagdes das sequéncias de aminodcidos do gene alk dos isolados com sequéncias internas pelo método de Maximum Parsimony Tree (MP) com 1000 de
bootstrap realizada no programa MEGA 5 (TAMURA, 2011)
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Tendo por base de que as construcdes filogenéticas sdo feitas para observar a
homologia, isto €, o ancestral comum das sequéncias (HALL, 2013), podemos observar que
possivelmente as sequéncias completas dos genes agrupados em (b) possuem peculiaridades
intrinsecas ao microambiente do biocarvao de TPA, cuja evolucao pode ter ocorrido de forma
diferente das de outros ambientes. Tal fato ja € conhecido por a biodegradacdo ser um
mecanismo de adaptacdo para a sobrevivéncia bacteriana, uma vez que a transferéncia de
genes e a mutacdo (inser¢do, delecdo ou inversdo) sdo essenciais para o metabolismo de
diferentes compostos de carbono (BARKAY; PRITCHARD, 1988; SPAIN; VAN VELD,
1983).

Tais agrupamentos exclusivos de sequéncias de isolados nas arvores filogenéticas se

repetiram nos genes 16S ribossomal bacteriano (Figuras 16 e 17) e gene alk (Figuras 18 e 19).

5.3.Bioensaio de degradacao de n-alcanos e hidrocarbonetos aromaticos

E importante demonstrar a habilidade de biodegradacio por meio de condigdes
controladas, o que requer avaliacdes laboratoriais para verificacdio da eficicia da
biodegradacao (ATLAS, 1995). A intencdo foi a obtencdo de isolados com funcdes
industriais que possam ser utilizados no futuro da biorremediacdo de areas contaminadas
com esses poluentes, além de otimizar processos industriais, como a fabricacdo de papel e
biocombustiveis. Neste trabalho verificou-se a capacidade positiva ou negativa de
degradacdo por parte dos isolados, bem como a taxa de crescimento celular na biodegradagao
dos diferentes substratos.

Pela avaliacdo da descoloracdo completa do indicador redox DCPIP, observamos que
53,49% de isolados foram positivos para a degradacdo de 0,05% de fenantreno; 70,93% de
isolados foram positivos para a degradacdo de 8% de dleo diesel; e 88,37% dos isolados
foram positivos para degradacdo de 0,05% de bifenil. Cerca de 16,27% (14) dos isolados
degradou um unico substrato, principalmente o bifenil. Houve isolados com capacidade de
degradar dois substratos, 30,23% (26 isolados); e até mesmo os trés substratos estudados,
46,51% (40 isolados) (Tabela 8).



Tabela 8 - Identificacdo dos isolados positivos nos bioensaios de degradacao dos

hidrocarbonetos aromaticos

Isolados Bifenil Diesel Fenantreno

DSM6899 Pseudomonas putida 16h 24h 24h
DSM11192Gordonia sp. 24h 16h 16h
DSM6612 Arthrobacter oxydans 24h
10IE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk 24h 16h 24h
11A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_840bp)(Lago Grande/AIA) 16h
11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp)(H.Capoeira/BHI) 16h 16h
12B_Bacillus_pseudomycoides_ACMX01000133(99,45%_1447bp)(Barroso/BHI) 16h 2h
12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106.1(98%_762bp)(Laguinho/GA) 16h 16h 16h
14B_Bacillus_cereus_KF831402.1(99%_1426bp)(Barroso/BHI) 24h 16h 16h
14GA_Pseudomonas_sp._HQ840775.1(98%_1433bp)(Laguinho/GA) 24h 24h
16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(Laguinho/ES) 24h 16h 24h
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_1443bp)(Laguinho/GA) 16h 16h
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(C.A¢utuba/GA) 16h 16h 16h
19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99%_819bp) (C.Acutuba/AlA) 24h 16h
19E_uncultured_Paenibacillus_JN245655.1(98%_1461bp)(Lago Grande/ES) 16h
19GA_Achromobacter_sp._JN836430.1(99%_905bp)(C.A¢utuba/GA) 16h
1A_uncultured_Micrococcineae(100%_898bp)(Lago Grande/AlA) 16h
1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_1449bp)(C.A¢utuba/ES) 16h 16h 16h
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp)(H.Pastagem/GA) 16h 16h 16h
20A (C.Agutuba/AlA) 16h 16h
20B_Bacillus_subtilis_JQ900635.1(99%_1469bp) 16h
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.A¢utuba/GA) 16h 24h 24h
22E_Arhtrobacter_niigatensis_AB248526(98,3%_1416bp)(Lago Grande/ES) 16h 16h
22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA) 16h 16h 24h
23B_Bacillus_subtilis_JN366715.1(99%_1444bp)(C.A¢utuba/BHl) 24h 16h 16h
23E_uncultured_Bacillus_FJ478878.1(99%_1443bp)(Barroso/ES) 24h 24h
27B_Bacillus_sp._KF206364.1(99%_698bp)(H.Pastagem/BHI) 16h 16h
27E_Arthrobacter_sp._JX010952.1(98%_1417bp)(Barroso/ES) 16h 16h
28B_uncultured_bacteria_FQ700280.1(82%_679bp)(H.Pastagem/BHI) 16h 16h 24h
28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp) (H.Capoeira/GA) 24h 16h 24h
29B_Bacillus_thuringiensis_JF947357.1(99%_1453bp)(H.Pastagem/BHI) 24h

2A (C.Agutuba/ES) 16h 16h 24h
2E (C.Agutuba/ES) 16h 16h 24h
2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastagem/GA) 24h 16h 16h
30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914bp)(Barroso/AlA) 16h 2h
30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barroso/ES) 16h 16h 16h
30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_870bp)(H.Canavial/GA) alk 24h 24h
31B_Bacillus_anthracis_AB190217(99,54%_1440bp)(H.Pastagem/BHI) 24h
31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavial/ES) 16h 16h 16h
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Canavial/GA) 16h 16h 24h
32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.A¢utuba/TSA) alk 16h 16h 24h
33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H.Canavial/GA) 16h 16h 24h
33T _Burkholderia_cepacia_AY741362.1(99%_859bp)(C.A¢utuba/TSA) 16h 24h 24h
34GA_uncultured_Parapusilimonas(676bp)(H.Canavial/GA) 16h 24h 24h
35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.Canavial/GA) 16h 24h 24h
35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.A¢utuba/TSA) alk 16h 16h 24h
37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Canavial/ES) 24h 16h 24h
38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22%_794bp)(Laguinho/GA) 24h 16h 16h
3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.Canavial/BHI) 16h 16h
3E_Pseudomonas_sp._AM088477.1(99%_1438bp)(C.A¢utuba/ES) alk 24h
3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97,77%_949bp)(H.Pastagem/GA) alk 24h 8h
40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_1428bp)(H.Canavial/ES) 16h 16h 16h
40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_894bp)(Laguinho/GA) 16h 24h 24h
41A_Achromobacter_xylosoxidans_CP006958(97,19%_1421bp)(H.Capoeira/AlA) 16h
41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99,44%_1435bp)(H.Canavial/ES) 16h 16h
41GA_uncultured_Burkholderia_AB916411.1(98%_1429bp)(Laguinho/GA) 16h

continua
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conclusdo
Isolados Bifenil Diesel Fenantreno

42GA_Leifsonia_sp._JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho/GA) 4h 2h
43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)(Laguinho/GA) 8h 2h
43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA) 16h 24h
44E_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(97%_897bp) (H.Canavial/ES) 16h 16h
44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99,45%_909bp) (Laguinho/GA) 16h 16h
45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago Grande/GA) 16h 16h 16h
46E_Bacillus_anthracis_AB190217(99,62%_1445bp)(H.Pastagem/ES) alk 24h 16h
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(Lago Grande/GA) 16h 16h
47GA_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(98,65%_900bp)(Lago Grande/GA) 16h
4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441bp)(Barroso/BHI) 16h 16h 16h
51A_putative_Rhodococcus(86%_808bp)(H.Canavial/AlA) 24h
5E_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.A¢utuba/ES) 16h 16h 16h
5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA) 24h 16h 24h
62A_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(97,05%_901bp)(H.Pastagem/AIA) 16h 4h 16h
64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastagem/AIA) 16h 24h 24h
69A_Arthrobacter_siccitolerans_GU815139(98.05%_720bp)(Laguinho/AIA) 16h
6B_Lysinibacillus_xylanilyticus_FJ477040(99,11%_1444bp)(Barroso/BHl) 24h 16h
6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp)(H.Pastagem/GA) 16h 16h 16h
70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99% _1446bp)(Laguinho/AIA) 16h 16h
74A_putative_Micrococcaceae(95%_684bp)(Laguinho/AIA) 16h
7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp)(Lago Grande/AlA) 24h 16h 24h
7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.Pastagem/GA) 16h 16h 16h
80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA) 16h 16h 24h
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago Grande/AlA) alk 16h 16h 16h
8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99,37%_1431bp)(C.A¢utuba/ES) 24h 16h
9A_Paenibacillus_sp._JX434145.1(99%_814bp) (Lago Grande/AlA) alk 16h 16h
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/BHI) 16h 16h 16h

Porém, houve variacdes nas eficiéncias de degradadacdo que podem ser verificadas
nas Figuras 19, 20 e 21, as quais mostram as medi¢des de absorbancia do indicador DCPIP
nas avaliacdes de 2h, 4h, 8h, 16h e 24h ap6s o inicio do bioensaio; e nas velocidades de

degradacdo completa dos substratos apresentadas nas Figuras 22, 23 e 24 nos momentos de

avaliagdo das absorbancias.
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DSM6899 Pseudomonas putida
DSM11192 Gordonia sp.

10lE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk
28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp)...
37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Canavial/ES) | S S S S
33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H.Canavial...
4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441bp)(Barr...
38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22%_794bp...
7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.P...
28B_uncultured_bacteria_FQ700280.1(82%_679bp)(H.Pastagem...
80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA)
5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA)
35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.Agutu...
12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106.1(98%_7...
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(C.Agutub...
1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_1449bp)(C....
30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barros...
SE_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.Agutuba...
34GA_uncultured_Parapusiliimonas(676bp)(H.Canavial/GA)
64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastage...
2E (C.Agutuba/ES)
16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(Laguinh...
20A (C.Agutuba/AlA)
30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_870bp)(...
23E_uncultured_Bacillus_FJ478878.1(99%_1443bp)(Barroso/ES)
14GA_Pseudomonas_sp._HQ840775.1(98%_1433bp)(Laguinho/...
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Ca...
2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastage...
2A (C.Agutuba/ES)
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp)(H.Past...
62A_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(97,05%_901bp)(H.Pa...
45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago...
31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavia...
41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99,44%_1435bp)(H.Canavi...
27E_Arthrobacter_sp._JX010952.1(98%_1417bp)(Barroso/ES)

ouaJljueuay ap %S0‘0 op oedepeidapoiq eu d|dIAOP OIUIWIRIDP AP exe]

40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_1428bp)(H.C... 1 W 2h
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(Lago... m 4h
6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp)(H.Past...
35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.Canavial/... 8h
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.Agutuba/GA) = 16h
40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_894bp)(La...
W 24h

7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp) (Lago...
22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA)
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago...
33T_Burkholderia_cepacia_AY741362.1(99%_859bp)(C.Agutuba/...
32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.Agutuba/TS...
23B_Bacillus_subtilis_JN366715.1(99%_1444bp)(C.Acutuba/BHI)
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/...

Figura 20 - Deteccdo do decaimento da fluorescéncia do indicador DCPIP no bioensaio de degradacdo de fenantreno a
0,05% como indicador indireto de degradagdo. Os valores de fluorescéncia estdo plotados segundo cada momento de
detecgdo. Os dados de absorbancia a 620nm foram normalizados quanto aos controles negativos. Os controles positivos estdo
no inicio do gréfico. Valores préximos a zero e negativos indicam maior taxa de degradacao
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DSM6899 Pseudomonas putida mw
DSM11192 Gordonia sp. mw
12B_Bacillus_pseudomycoides_ACMX01000133(99,45%_1447bp)(Bar... ™
43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)(Laguinho/GA) -
30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914bp)(Barroso/A... =
42GA_Leifsonia_sp._ JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho/GA) T
62A_putative Arhtribacter sp. (H.Pastagem/AIA) =
22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA) T
3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97,77%_949bp)(H.Past... =
3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.Canavial/BHI) 15F
70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1446bp)(Laguinho... T
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/BHI) -
6B_Lysinibacillus_xylanilyticus_FJ477040(99,11%_1444bp)(Barroso/B... mn -
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(Lago... mw &
33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H.Canavial/GA) :- ] :_
28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp) (H.Capoeira/GA) m . 1)
45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago... e Y
44E_uncultured_Pseudomonas_ HM996802.1(97%_897bp)... mE 8
10IE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk :- - §'
6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp)(H.Pastage... - g
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp)(H.Pastagem... jmm 8
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_1443bp)(Laguinh... B} a
7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp) (Lago Grande/AIA) . °
64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastagem/AIA) I g
37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Canavial/ES) T 3
SE_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.Agutuba/ES) :- ] :
16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(Laguinho/ES) L] E
7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.Pastag... = g
2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastagem/GA) T 8_
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Canavi... IR qu
27B_Bacillus_sp._KF206364.1(99%_698bp)(H.Pastagem/BHI) T o
8GA_uncultured_Gammaproteobacteria_JN882128.1(92%_1453bp)(C... - %
5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA) I B
35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.A¢utuba/T... o g_
31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavial/ES) I 1)
38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22%_794bp)(Lag... I g
4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441bp)(Barroso/B... T ;_
40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_1428bp)(H.Canav... o n o
23E_uncultured_Bacillus_FJ478878.1(99%_1443bp)(Barroso/ES) IR %
11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp)(H.Capoeira/... mm o
44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99,45%_909bp)... nm =3
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(C.Acutuba/GA) - 3
30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barroso/ES) I o
12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106.1(98%_762bp... T m
14GA_Pseudomonas_sp._HQ840775.1(98%_1433bp)(Laguinho/GA) I R
3E_Pseudomonas_sp._AM088477.1(99%_1438bp)(C.Agutuba/ES) alk o
1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_1449bp)(C.Aqut... =
34G_putative Parapusillimonas sp. (H.Canavial/GA) I = m2h
23B_Bacillus_subtilis_JN366715.1(99%_1444bp)(C.Agutuba/BHI) e
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago Grande/AlA) alk o ow H4h
35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.Canavial/GA) o -
80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA) T o 8h
43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA) T —
40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_894bp)(Laguinh... o — m16h
19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99%_819bp)... :— m = 24h
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.Agutuba/GA) -
8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99,37%_1431bp)(C.Agutuba/ES) .
32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.Agutuba/TSA) alk o
33T_Burkholderia_cepacia_ AY741362.1(99%_859bp)(C.Agutuba/TSA) -
2E (C.Agutuba/ES) T
20A (C.Agutuba/AlIA) = w
2A (C.Acutuba/ES) mw
28B_uncultured_bacteria_FQ700280.1(82%_679bp)(H.Pastagem/BHI) m

Figura 21 - Deteccdo do decaimento da fluorescéncia do indicador DCPIP no bioensaio de degradagdo de diesel a 8% como
indicador indireto de degradacéo. Os valores de fluorescéncia estdo plotados segundo cada momento de deteccdo. Os dados
de absorbancia a 620nm foram normalizados quanto aos controles negativos. Os controles positivos estdo no inicio do
gréfico.Valores proximos a zero e negativos indicam maior taxa de degradacgio
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DSM6899 Pseudomonas putida
DSM11192 Gordonia sp.
DSM6612 Arthrobacter oxydans

10lE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk
14B_Bacillus_cereus_KF831402.1(99%_1426bp)(Barroso/BHI)
29B_Bacillus_thuringiensis_JF947357.1(99%_1453bp)(H.Pastagem/B...
7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp) (Lago Grande/AlA)
28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp) (H.Capoeira/GA)
5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA)
37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Canavial/ES)
8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99,37%_1431bp)(C.Agutuba/ES)
38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22%_794bp)(Lag...
19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99%_819bp)...
51A_putative_Rhodococcus(86%_808bp)(H.Canavial/AlA)
31B_Bacillus_anthracis_AB190217(99,54%_1440bp)(H.Pastagem/BHI)
16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(Laguinho/ES)
2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastagem/G...
6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp)(H.Pastage...
23B_Bacillus_subtilis_JN366715.1(99%_1444bp)(C.Agutuba/BHI)
30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_870bp)(H.Ca...
6B_Lysinibacillus_xylanilyticus_FJ477040(99,11%_1444bp)(Barroso/B...
46E_Bacillus_anthracis_AB190217(99,62%_1445bp)(H.Pastagem/ES)...
3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97,77%_949bp)(H.Past...
11A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_840bp)(Lago Grande/AIA)
11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp)(H.Capoeira...
12B_Bacillus_pseudomycoides_ ACMX01000133(99,45%_1447bp)(Ba...
12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106.1(98%_762b...
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_1443bp)(Laguinh...
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(C.Agutuba/GA)
19E_uncultured_Paenibacillus_JN245655.1(98%_1461bp)(Lago...
19GA_Achromobacter_sp._JN836430.1(99%_905bp)(C.Agutuba/GA)
1A_uncultured_Micrococcineae(100%_898bp)(Lago Grande/AlA)
1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_1449bp)(C.Agut...
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp)(H.Pastage...
20B_Bacillus_subtilis_JQ900635.1(99%_1469bp)
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.Agutuba/GA)
22E_Arhtrobacter_niigatensis_AB248526(98,3%_1416bp)(Lago...
22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA)
27B_Bacillus_sp._KF206364.1(99%_698bp)(H.Pastagem/BHI)
27E_Arthrobacter_sp._JX010952.1(98%_1417bp)(Barroso/ES)
28B_uncultured_bacteria_FQ700280.1(82%_679bp)(H.Pastagem/BHI)
2A (C.Agutuba/ES)
2E (C.Agutuba/ES)
30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914bp)(Barroso/...
30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barroso/ES)
31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavial/ES)
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Canavi...
32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.Agutuba/TSA) alk
33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H.Canavial/GA)
33T_Burkholderia_cepacia_AY741362.1(99%_859bp)(C.Agutuba/TSA)
34GA_uncultured_Parapusilimonas(676bp)(H.Canavial/GA)
35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.Canavial/GA)
35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.Agutuba/T...
3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.Canavial/BHI)
40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_1428bp)(H.Cana...
40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_894bp)(Laguin...
41A_Achromobacter_xylosoxidans_CP006958(97,19%_1421bp)(H.Ca... |

1ludjiq 3p %S00 9p oedepei3apolq eu didIQ Op 0IUAWIEIIP B sexe)

41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99,44%_1435bp)(H.Canavial/ES) m2h
41GA_uncultured_Burkholderia_AB916411.1(98%_1429bp)(Laguinh... 1
42GA_Leifsonia_sp._JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho/GA) 1 H4h
43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)(Laguinho/GA) |
43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA) 8h

44E_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(97%_897bp)... | mi6h
44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99,45%_909bp)... |
45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago... 1 m24h
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(Lago...
47GA_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(98,65%_900bp)(Lago... |

4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441bp)(Barroso/... 1
SE_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.Agutuba/ES) |
62A_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(97,05%_901bp)(H.Pastag... |
64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastagem/AIA) |
69A_Arthrobacter_siccitolerans_GU815139(98.05%_720bp)(Laguinh... 1
70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1446bp)(Laguinh... 1
74A_putative_Micrococcaceae(95%_684bp)(Laguinho/AlA) |
7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.Pasta... 1
80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA)
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago Grande/AlA) alk i
9A_Paenibacillus_sp._JX434145.1(99%_814bp) (Lago Grande/AlA) alk 1
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/BHI) 1

Figura 22 - Detec¢do do decaimento da fluorescéncia do indicador DCPIP no bioensaio de degradag@o de bifenil 0,05%
como indicador indireto de degradag@o. Os valores de fluorescéncia estdo plotados segundo cada momento de detec¢@o. Os
dados de absorbancia a 620nm foram normalizados quanto aos controles negativos. Os controles positivos estdo no inicio do
grafico. Valores préximos a zero e negativos indicam maior taxa de degradacdo
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Figura 23 - Taxa de
degradagao de
0,05% de
fenantreno pelos
isolados bacterianos
segundo cada
periodo de detecg@o
em
espectrofotdmetro.
Os dados da
absorbancia a
620nm foram
normalizados
segundo os
controles negativos
como momento O h.
Ap6s os dados
foram convertidos
em taxas relativas
para cada isolado.
Os controles
positivos estdo no
inicio do gréfico

DSM6899 Pseudomonas putida :
DSM11192 Gordonia sp. |

30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_870bp)(H. Canavial/...i

62A_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(97,05%_901bp)(H.Pastagem/AIA)
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(Lago Grande/GA)

1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_1449bp)(C.A¢utuba/ES) |
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(C.A¢utuba/GA) |
31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavial/ES) |

45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago Grande/GA)

38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22%_794bp)(Laguinho/...

40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_1428bp)(H.Canavial/ES)
23B_Bacillus_subtilis_JIN366715.1(99%_1444bp)(C.A¢utuba/BHI)
10IE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago Grande/AIA) alk
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41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99,44%_1435bp)(H.Ct ial/ES)
7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.Pastagem/GA)

12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106.1(98%_762bp)(Lagu...

5E_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.A¢utuba/ES)

2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastagem/GA) |

6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp)(H.P n/GA)
4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441bp)(Barroso/BHI)
32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.Acutuba/TSA) alk
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp)(H.Pastagem/GA)
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/BHI)

28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp) (H.Capoeira/GA) |

33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H.Ct ial/GA)

8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99,37%_1431bp)(C.Acutuba/ES) :
22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA) |

35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.A¢utuba/TSA) alk

34GA_uncultured_Parapusilimonas(676bp)(H.Canavial/GA) - |

7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp) (Lago Grande/AlA)

14GA_Pseudomonas_sp._HQ840775.1(98%_1433bp)(Laguinho/GA) |
30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barroso/ES) |

31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Ct ial/GA)

80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA) i

5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA)
16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(Laguinho/ES)
33T_Burkholderia_cepacia_ AY741362.1(99%_859bp)(C.A¢utuba/TSA)

12B_Bacillus_pseudomycoides_ACMX01000133(99,45%_1447bp)(Barroso/B...

23E_uncultured_Bacillus_FJ478878.1(99%_1443bp)(Barroso/ES)
27E_Arthrobacter_sp._JX010952.1(98%_1417bp)(Barroso/ES)
40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_894bp)(Laguinho/GA)

3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97,77%_949bp)(H.Pastagem/...
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.A¢utuba/GA) |

35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.Canavial/GA)
37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Canavial/ES)
64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastagem/AIA)

8GA_uncultured_Gammaproteobacteria_JN882128.1(92%_1453bp)(C.Agut...
43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA) |

42GA_Leifsonia_sp._ JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho/GA)

44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99,45%_909bp) (Laguinho/GA) |
30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914bp)(Barroso/AIA) |

11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp)(H.Capoeira/BHI)

19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99%_819bp) (C.Acutuba/AlA) :
14B_Bacillus_cereus_KF831402.1(99%_1426bp)(Barroso/BHI) |

43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)(Laguinho/GA)

41GA_uncultured_Burkholderia_AB916411.1(98%_1429bp)(Laguinho/GA) :
44E_uncultured_Pseudomonas_ HM996802.1(97%_897bp) (H.Canavial/ES) |
19GA_Achromobacter_sp._JN836430.1(99%_905bp)(C.A¢utuba/GA) |

6B_Lysinibacillus sp. (Barroso/BHI)
22E_Arhtrobacter_niigatensis_AB248526(98,3%_1416bp)(Lago Grande/ES)
9A_Paenibacillus_sp._ JX434145.1(99%_814bp) (Lago Grande/AlA) alk
69A_Arthrobacter_siccitolerans_GU815139(98.05% _720bp)(Laguinho/AlA)
3E_Pseudomonas_sp._AMO088477.1(99%_1438bp)(C.A¢utuba/ES) alk

Vd1 ap souewna)oeq sope|osi Jod ouaijuauay ap %500 ap e1s|dwod oedepeiSap ap exel

m2h

H4h

46E_Bacillus_anthracis_AB190217(99,62%_1445bp)(H.P n/ES) alk
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_1443bp)(Laguinho/GA)
29B_Bacillus_thuringiensis_JF947357.1(99%_1453bp)(H.Pastagem/BHI)

47GA_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(98,65%_900bp)(Lago...

74A_putative_Micrococcaceae(95%_684bp)(Laguinho/AIA)
45E_Flavobacterium_anhuiense_EU046269(95.59%_567bp)(H.Pastagem/ES)
19E_uncultured_Paenibacillus_JN245655.1(98%_1461bp)(Lago Grande/ES)
11A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_840bp)(Lago Grande/AlA)
21B_Brevibacillus_laterosporus_KF475847.1(97%_1389bp)(Laguinho/BHI)
3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.Canavial/BHI)
30B_Bacillus_sp._AB733540.1(99%_1460bp)(H.Pastagem/BHI)
31B_Bacillus_anthracis_AB190217(99,54%_1440bp)(H.Pastagem/BHI)
5B_Paenibacillus_sp._FJ932656.1(98%_1452bp)(Barroso/BHI)
1A_uncultured_Micrococcineae(100%_898bp)(Lago Grande/AlA)
70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1446bp)(Laguinho/AIA)

3A_uncultured_Rummeliibacillus_JN882109.1(88%_1448bp)(Lago... |
65A_Pseudomonas_nitroreducens_AMO088474(98.82%_933bp)(H.Pastagem... |

H16h

W 24h




Figura 24 - Taxa
de degradacdo de
8% de 6leo diesel
pelos isolados
bacterianos
segundo cada
periodo de deteccio
em
espectrofotdmetro.
Os dados da
absorbancia a
620nm foram
normalizados
segundo os
controles negativos
como momento 0 h.
Ap6s os dados
foram convertidos
em taxas relativas
para cada isolado.
Os controles
positivos estdo no
inicio do gréfico

DSM6899 Pseudomonas putida
DSM11192 Gordonia sp.

12B_Bacillus_pseudomycoides_ACMX01000133(99,45%_1447bp)(Barroso/B...

43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)(Laguinho/GA)
30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914bp)(Barroso/AlA)
42GA_Leifsonia_sp._ JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho/GA)
62A_putative Arhtribacter sp. (H.Pastagem/AIA)

22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA) |

3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97,77%_949bp)(H.F
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3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.Canavial/BHI)

47GA_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(98,65%_900bp)(Lago...

70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1446bp)(Laguinho/AIA)
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/BHI)
22E_Arhtrobacter_niigatensis_AB248526(98,3%_1416bp)(Lago Grande/ES)
6B_Lysinibacillus_xylanilyticus_FJ477040(99,11%_1444bp)(Barroso/BHI)
69A_Arthrobacter_siccitolerans_GU815139(98.05%_720bp)(Laguinho/AIA)
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(Lago Grande/GA)

gem/... |

33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H.Ct ial/GA)
28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp) (H.Capoeira/GA)
45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago Grande/GA)
9A_Paenibacillus_sp._ JX434145.1(99%_814bp) (Lago Grande/AlIA) alk
44E_uncultured_Pseudomonas_ HM996802.1(97%_897bp) (H.Canavial/ES)
51A_putative_Rhodococcus(86%_808bp)(H.Canavial/AIA)
10IE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk
11A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_840bp)(Lago Grande/AIA)

6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp)(H.P g GA)
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp)(H.Pastagem/GA)
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_1443bp)(Laguinho/GA)
27E_Arthrobacter_sp._JX010952.1(98%_1417bp)(Barroso/ES)
7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp) (Lago Grande/AIA)
64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastagem/AlA)
30B_Bacillus_sp._AB733540.1(99%_1460bp)(H.Pastagem/BHI)

37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.C ial/ES)

5E_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.Agutuba/ES) 1

16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(Laguinho/ES)

30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_870bp)(H.C ial/...

7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.P gem/GA)
2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastagem/GA)
31B_Bacillus_anthracis_AB190217(99,54%_1440bp)(H.Pastagem/BHI)
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Canavial/GA)
19GA_Achromobacter_sp._JN836430.1(99%_905bp)(C.A¢utuba/GA)
27B_Bacillus_sp._KF206364.1(99%_698bp)(H.Pastagem/BHI)

46E_Bacillus_anthracis_AB190217(99,62%_1445bp)(H.F g ES) alk

8GA_uncultured_Gammaproteobacteria_IN882128.1(92%_1453bp)(C.A¢utu... |

5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA)

35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.A¢utuba/TSA) alk 1

31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavial/ES)

38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22% _794bp)(Laguinho/...

4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441bp)(Barroso/BHI)
40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_1428bp)(H.Canavial/ES)

23E_uncultured_Bacillus_FJ478878.1(99%_1443bp)(Barroso/ES) :

29B_Bacillus_thuringiensis_IF947357.1(99%_1453bp)(H.P
45E_Flavobacterium_anhuiense_EU046269(95.59%_567bp)(H.P

gem/BHI)

gem/ES)

11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp)(H.Capoeira/BHI) 1

44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99,45%_909bp) (Laguinho/GA)
19E_uncultured_Paenibacillus_JN245655.1(98% _1461bp)(Lago Grande/ES)
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(C.Acutuba/GA)

3A_uncultured_Rummeliibacillus_JN882109.1(88%_1448bp)(Lago...

30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barroso/ES)

12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106.1(98%_762bp)(Lagui...

14GA_Pseudomonas_sp._HQ840775.1(98%_1433bp)(Laguinho/GA)
3E_Pseudomonas_sp._AMO088477.1(99%_1438bp)(C.Acutuba/ES) alk
1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_1449bp)(C.Agutuba/ES)
34G_putative Parapusillimonas sp. (H.Canavial/GA)
14B_Bacillus_cereus_KF831402.1(99%_1426bp)(Barroso/BHI)
23B_Bacillus_subtilis_IN366715.1(99%_1444bp)(C.Acutuba/BHI)
41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99,44%_1435bp)(H.Canavial/ES)
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago Grande/AlA) alk

VYd1 9p souelidloeq sopejosi Jod [9sa1p 030 3p %8 op e1d|dwod oesepe.Sap ap exel

35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.C ial/GA)

1A_uncultured_Micrococcineae(100%_898bp)(Lago Grande/AIA) :
5B_Paenibacillus_sp._F1932656.1(98%_1452bp)(Barroso/BHI)

80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA)
74A_putative_Micrococcaceae(95%_684bp)(Laguinho/AIA)
43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA)

m2h

m4h

= 8h

40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65% _894bp)(Laguinho/GA)

65A_Pseudomonas_nitroreducens_AMO088474(98.82%_933bp)(H.Pastagem/...

21B_Brevibacillus_laterosporus_KF475847.1(97%_1389bp)(Laguinho/BHI)
19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99% _819bp) (C.A¢utuba/AIA)
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.A¢utuba/GA)

8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99,37%_1431bp)(C.Acutuba/ES) 1
41GA_uncultured_Burkholderia_AB916411.1(98%_1429bp)(Laguinho/GA) |

32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.A¢utuba/TSA) alk

33T_Burkholderia_cepacia_ AY741362.1(99%_859bp)(C.Acutuba/TSA) ]

mi6h

W 24h
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Figura 25 - Taxa
de degradacao de
8% de 6leo diesel
pelos isolados
bacterianos
segundo cada
periodo de
detecgcdo em
espectrofotdmetro.
Os dados da
absorbancia a
620nm foram
normalizados
segundo os
controles negativos
como momento 0
h. Apés os dados
foram convertidos
em taxas relativas
para cada isolado.
Os controles
positivos estdo no
inicio do gréfico

0%

DSM6899 Pseudomonas putida

DSM 11192 Gordonia sp.

DSM6612 Arthrobacter oxydans i

10IE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/... ]

14B_Bacillus_cereus_KF831402.1(99%_1426bp)(Barroso...

29B_Bacillus_thuringiensis_JF947357.1(99%_1453bp)(H....

7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp)...

28GA_Achromobacter_sp._JN043371.1(99%_835bp)...

5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Past...

37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Can...
8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99,37%_1431bp)(C....

38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22...
19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99%_8189...

51A_putative_Rhodococcus(86%_808bp)(H.Canavial/AlA)
31B_Bacillus_anthracis_AB190217(99,54%_1440bp)(H.P...

16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97,09%_1447bp)(...

2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H...

6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99,32%_916bp...

23B_Bacillus_subtilis_IN366715.1(99%_1444bp)(C.Acut...

30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_...

6B_Lysinibacillus_xylanilyticus_FJ477040(99,11%_1444b...

46E_Bacillus_anthracis_AB190217(99,62%_1445bp)(H.P... )

3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97,77%_9...

11A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_840bp)(Lago...

11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp...

12B_Bacillus_pseudomycoides_ ACMX01000133(99,45%...

12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp._JF772106....
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_144...

17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99%_882bp)(...
19E_uncultured_Paenibacillus_JN245655.1(98%_1461bp...

19GA_Achromobacter_sp._JN836430.1(99%_905bp)(C.A...
1A_uncultured_Micrococcineae(100%_898bp)(Lago...

1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97,27%_14...
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99%_871bp...

20B_Bacillus_subtilis_JQ900635.1(99%_1469bp)

21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.Agut...

22E_Arhtrobacter_niigatensis_AB248526(98,3%_1416b...

22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barro...

27B_Bacillus_sp._KF206364.1(99%_698bp)(H.Pastagem...

27E_Arthrobacter_sp._JX010952.1(98%_1417bp)(Barros...

28B_uncultured_bacteria_FQ700280.1(82%_679bp)(H.P...

2A (C.Acgutuba/ES)

2E (C.Agutuba/ES)

30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914b...

30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp...

31E_uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H...
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416...

32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.Agut...
33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96%_727bp)(H....

33T_Burkholderia_cepacia_AY741362.1(99%_859bp)(C.... )
34GA_uncultured_Parapusiliimonas(676bp)(H.Canavial/.

35GA_Paenibacillus_glucanolyticus_(98.37%_797bp)(H.

35T_Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)

3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.C... |

40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99,23%_142...

40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_89...

41A_Achromobacter_xylosoxidans_CP006958(97,19% 1...

41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99,44% _1435bp)(H...

41GA_uncultured_Burkholderia_AB916411.1(98%_1429...

42GA_Leifsonia_sp._JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho...

43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)...

43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA)

44E_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(97%_897b...
44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99,45%_9...

45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(L...
46GA_Pantoea_anthophila_EF688010(98.33%_877bp)(L...

47GA_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(98,65%_90...
4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99,23%_1441...

5E_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.
62A_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(97,05%_901

64A_unclassified_Emterobacteriaceae(100%_901bp)(H.

69A_Arthrobacter_siccitolerans_GU815139(98.05%_720...

70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1446...

74A_putative_Micrococcaceae(95%_684bp)(Laguinho/A...

7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_140...

80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguin... |

8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago...

9A_Paenibacillus_sp._JX434145.1(99%_814bp) (Lago...

9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.C... |

Vd1 2p oealedolq ap sopejosi 1od [1ua}iq ap %S00 2p oedepeiSap ap exel

m2h
m4h
m8h
m16h
m24h
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Taxa de crescimento celular na biodegradagdao completa de 0,05% de fenantreno
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Figura 26 - Taxa de crescimento celular dos melhores isolados bacterianos de biocarvdo de TPA apds a degradagé@o de 0,05% de fenantreno no meio. Os valores finais de
absorbancia a 600nm foram subtraidos do valor inicial e taxas relativas foram obtidas e plotadas para os crescimentos
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Taxa de crescimento celular na degradagdo de 8% de dleo diesel
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Figura 27 - Taxa de crescimento celular dos melhores isolados bacterianos de biocarvdo de TPA apds degradagio de 8% de 6leo diesel no meio. Os valores finais de

absorbancia a 600nm foram subtraidos do valor inicial e taxas relativas foram obtidas e plotadas para os crescimentos
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Taxa crescimento celular na biodegradagdo completa de 0,05% de bifenil
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Figura 28 -Taxa de crescimento celular dos melhores isolados bacterianos de biocarvdo de TPA apds degradacdo de 0,05% de bifenil no meio. Os valores finais de
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Observamos que possuidores ou nao do gene alk foram capazes de degradar
eficientemente os 3 substratos, com melhor capacidade de degradacdo em relacdo aos
microrganismos controles (DSM). Curiosamente houve maior porcentagem de isolados
capazes de degradar bifenil, uma molécula composta por duas benzilas. Genomas bacterianos
precisam conter sistemas especificos de degradacdo para clivar o bifenil, como a subfamilia
de genes do sistema tolueno/bifenil oxigenase que produzem oxigenases possivelmente
capazes de degradar bifenil, além de benzeno, clorobenzeno, tolueno, -etilbenzeno,
isopropilbenzeno (NAM et al., 2001). Os isolados de biocarvdo possuem alta capacidade de
degradar bifenil e possivelmente outros PCBs e hidrocarbonetos aromdticos complexos,
provenientes tanto da estrutura grafitica do carvao, quanto dos grupos funcionais aderidos de
bio-6leos vegetais, aos quais os isolados estdo familiarizados por terem a capacidade crescer
em meios cuja unica fonte de carbono foram fenantreno, diesel e bifenil. A capacidade

definitiva de degradacdo de alcanos necessita ser avaliada.

Em segundo lugar estd a degradagao de 6leo diesel, o qual se mostrou mais acessivel
aos isolados em relagc@o ao fenantreno. Por o diesel ser uma mistura de hidrocarbonetos como
alcanos, cicloalcanos, arométicos e enxofre (ATSDR, 1995), este fornece uma diversa gama
de substratos, sendo mais provavel sua degradacdo por diferentes genomas bacterianos.
Diferentemente do fenantreno, uma molécula de 3 anéis benzénicos fundidos, que somente os
possuidores de sistemas de genes de degradacdo especificos a este substrato podem degrada-
lo, como os genes pnhA que produzem as fenantreno dioxigenases. Tais degradacdes foram
verificadas igualmente no estudo de Nakamura, Germano e Tsai (2014) com isolados
provenientes de bioensaio de enriquecimento com adi¢ao de naftaleno e fenantreno aos solos
de TPA. Porém, em comparacdo a este estudo, verificamos que a fracao de isolados positivos
a degradacdo de fenantreno (70,93%) e 6leo diesel (53,49%) do biocarvdao de TPA € menor
em relacdo a fracdo de isolados positivos a degradacdo dos mesmos substratos provenientes
do enriquecimento do solo de TPA, em que 86,48% foram positivos ao diesel e 77,70% foram
positivos ao fenantreno. Tal fato pode nos indicar que talvez o substrato a que os isolados dos
fragmentos de biocarvdo estudados estejam familiarizados seja mais proximo ao bifenil e
similares, em detrimento de fenantreno e a mistura de hidrocarbonetos encontrada no diesel.

Outro aspecto que chama atencdo é que além dos géneros ja conhecidos degradarem
hidrocarbonetos aromdticos, como os ja citados (item 1.4.2), isolados tidos como ndo-
cultivados obtidos neste trabalho foram muito eficientes na degradacdo de hidrocarbonetos

aromaticos.

Em relac@o as andlises de crescimento bacteriano apresentadas nas Figuras 25, 26 e
27, podemos inferir que os isolados que mais rdpido degradaram determinado substrato e, ao
mesmo tempo, tiveram pouco crescimento celular foram os absolutos na capacidade
degradativa. Tendo por base de que alta degradacdo por poucas células indica que a eficiéncia

da enzima produzida por uma célula € maior, esta enzima é mais potente e de maior interesse
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para processos industriais como produc¢do de biopolimeros, por exemplo. Todavia, uma rapida
degradacdo com alto crescimento celular pode ser mais atrativo na biorremediacdo de dreas
poluidas, por as células se espalharem no ambiente, alcancando maior dimensao e superficie
para agirem. Observamos diferentes comportamentos celulares em relacdo aos diferentes
susbtratos, sendo que quase a totalidade dos isolados teve baixo crescimento celular ao
degradar bifenil, possivelmente por possuirem mais genes para producdo de oxigenases, ou

que suas enzimas possuem alta atividade ao bifenil.

Os processos de biodegradacao, juntamente com a biossintese, regem grande parte do
ciclo do carbono, cuja fracdo bioldgica é amplamente dependente de enzimas microbianas que
utilizam compostos organicos presentes no solo como fonte de carbono e energia
(WACKETT, 2004). Estes processos funcionais sao influenciados por uma série de fatores
bidticos e abidticos que determinam a taxa de degradacdo e a atividade do metabolismo
microbiano sobre o composto-alvo. A toxicidade do composto para o microrganismo, suas
propriedades  fisico-quimicas (solubilidade, peso molecular, reatividade quimica,
disponibilidade, substituintes, concentracdo) e as varidveis ambientais (oxigénio dissolvido,
pH favoravel, temperatura, salinidade) sdo fatores determinantes do metabolismo destes

substratos.

A existéncia dessa comunidade bacteriana capaz de consumir hidrocarbonetos
aromdticos em biocarvao de solos de TPA, como ja sugerido por Thies e Rilling (2009),pode
ser devido a uma selecdo das bactérias com genes capazes de produzir enzimas especificas
para degradacao desses substratos. A existéncia de tantos géneros bacterianos em um mesmo
habitat com semelhante capacidade de utilizacdo desses compostos de carbono complexos
pode dever-se muito a transferéncia horizontal de genes por ser um agente importante nas
trocas genéticas entre as bactérias (WHYTE et al.,1997) e um fator para a evolugdo de
populacdes bacterianas a adaptacdo dessas comunidades a ambientes contaminados
(WERLEN et al., 1996; HERRICK et al., 1997) ou com altos teores naturais de compostos de

carbono complexos como hidrocarbonetos aromaticos e alcanos.
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6. CONCLUSOES

As técnicas escolhidas foram satisfatérias na obtencdo de importantes géneros de
Bacteria nos fragmentos de biocarvao. O método de microaerofilia possibilitou o isolamento
de bactérias tanto aerObias quanto anaerdbias facultativas. Os meios GA e extrato de solo
TPA comprovaram ser um método com boa eficiéncia para isolamento de quantidade e
variedade de bactérias do carvao.

Os filos encontrados foram Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e

Bacteroidetes e ainda foram encontradas bactérias ndo-cultivadas.

Os bioensaios de degradacao com hidrocarbonetos arométicos indicaram que mais da
metade dos isolados foi capaz de degradad-los e a maioria conseguiu degradar mais de um
substrato. Assim, podemos concluir que existem bactérias capazes de utilizar
hidrocarbonetos arométicos complexos e variados nos fragmentos de biocarvao de TPA.

Observamos que 12,70% dos isolados possuem genes alkB ou alkM, o que indica que

existem bactérias possivelmente degradadoras de lignocelulose no biocarvao de TPA.

Este estudo demonstra que os biocarvoes de TPA s3o um microhabitat para
microrganismos com capacidade comprovada em metabolizar hidrocarbonetos aromaéticos
complexos e diversos como fonte de carbono e energia, sendo capazes de degradar
fragmentos de biocarvao, dcidos humicos e, possivelmente, grupos funcionais aderidos, além
de outras fragdes da matéria organica humificada compreendendo processos enzimaticos

fundamentais no solo para manutencdo do desenvolvimento de plantas.

Assim, os dados gerados por este estudo fornecem informacgdes sobre o papel dessas
bactérias na ciclagem de nutrientes, que influenciam diretamente na resiliéncia e fertilidade
dos solos de Terra Preta de Indio da Amazdnia, como, por exemplo, o aporte e contengdo de

nutrientes no solo, alta humificacdo da matéria organica e altas trocas cationicas.

Neste contexto, o biocarvao de TPA pode servir como elemento de recuperagdo para
melhora das caracteristicas bioldgicas de ambientes degradados, agindo como condicionador

do solo, sendo uma forma alternativa de manejo de solos agricolas.

Além disso, os isolados apresentam um grande potencial biotecnoldgico para a
geracdo de moléculas ligadas aos processos metabdlicos da biodegradacao, principalmente os
nao-cultivados, podendo auxiliar processos de biorremediagdo de dreas contaminadas e,

possivelmente, geracdo de biocombustiveis de segunda geracgao.
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7. PERSPECTIVAS

O estudo de microrganismos com potencial biotecnlégico necessita de diversas
experimentacdes para uma profunda caracterizacdo de sua biologia, capacidade, utilizagcdo e
seguranca. Deste modo, o estudo carece de mais ensaios para uma possivel utilizacdo dos

isolados em processos de interesse.

Bioensaios de degradac¢do com alcanos, como celulose, hemicelulose e lignina, seriam
cruciais para a caracterizagdo dos isolados do estudo e, principalmente, dos possuidores de
gene alkB e alkM. Assim como bibliotecas de expressdo seriam importantes para entender a

anotagdo dos genes isolados.

Outro estudo recai sobre os fatores que afetam a transferéncia horizontal de genes na
relacao entre doador e receptor da conjugacdo, densidade das células, relacdo entre as
populacdes e periodo de incubacdo (FERNANDEZ-ASTORGA, 1992) e tais fatores devem
ser estudados a fundo para melhor entender a relagdo das bactérias no microhabitat de
biocarvao de TPA.

Em relacdo aos bioensaios de degradagcdo, a marcacdo dos compostos por adtomos
marcados, como na técnica SIP (Stable Isotope Probing) (DUMONT; MURELL, 2005), seria
a melhor forma de monitorar o caminho metabdlico do carbono proveniente dos compostos
complexos para entender sua utilizagao pelas bactérias, ou seja, avaliar em quais substancias

estdo sendo transformados e entender a natureza e atividade de suas enzimas.

Ainda andlises de transcritos por manipulacdo do RNAm seriam de grande valia para
entender como estas bactérias estdo agindo no microhabitat de biocarvao.

Por fim, a caracterizacdo molecular pelo método PI-GC/MS poderia identificar
diferentes grupos funcionais no carvdo, sendo de grande valia para nosso entendimento em

que substrato a microbiota do biocarvao e o solo de TPA est4 interagindo.
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ANEXOS



ANEXO A - Identificagdo dos 86 isolados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA bacteriano

Isolados Banco de Filos
dados

27E_Arthrobacter_sp. JX010952.1(98%_1417bp)(Barroso/ES) NCBI Actinobacteria
30E_Burkholderia_caribensis_GU144372.1(98%_1435bp)(Barroso/ES) NCBI Firmicutes
4B_Bacillus_methylotrophicus_EU194897(99.23%_1441bp)(Barroso/BHI) EZTaxon-e Firmicutes
12B_Bacillus_pseudomycoides_ ACMX01000133(99.45%_1447bp)(Barroso/BHI) EZTaxon-e Firmicutes
14B_Bacillus_cereus_KF831402.1(99%_1426bp)(Barroso/BHI) NCBI Firmicutes
6B_Lysinibacillus_xylanilyticus_FJ477040(99.11%_1444bp)(Barroso/BHl) EZTaxon-e Firmicutes
5B_Paenibacillus_sp._FJ932656.1(98%_1452bp)(Barroso/BHI) NCBI Firmicutes
23E_uncultured_Bacillus_FJ478878.1(99%_1443bp)(Barroso/ES) NCBI Firmicutes
22GA_Burkholderia_sp._KF922658.1(98%_962bp)(Barroso/GA) NCBI Proteobacteria
30A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(98%_914bp)(Barroso/AlIA) NCBI Proteobacteria
20A (C.A¢utuba/AlA) - -

2A (C.A¢utuba/ES) - -

2E (C.Agutuba/ES) - -

35T _Arthrobacter_woluwensis_X93353(97.49%_879bp)(C.Acutuba/TSA) alkB EZTaxon-e  Actinobacteria
19GA_Achromobacter_sp. JN836430.1(99% 905bp)(C.A¢utuba/GA) NCBI Proteobacteria
23B_Bacillus_subtilis_JN366715.1(99%_1444bp)(C.A¢cutuba/BHI) NCBI Firmicutes
32T_Acinetobacter_sp._KC257028.1(99%_893bp)(C.Agutuba/TSA) alkB NCBI Proteobacteria
21GA_Burkholderia_sp._JF772524.1(99%_902bp)(C.Acutuba/GA) NCBI Proteobacteria
33T _Burkholderia_cepacia_ AY741362.1(99%_859bp)(C.Acutuba/TSA) NCBI Proteobacteria
8E_Burkholderia_stabilis_AF148554(99.37%_1431bp)(C.A¢utuba/ES) EZTaxon-e  Proteobacteria
5E_Enterobacter_ludwigii_KF475862.1(99%_1446bp)(C.A¢utuba/ES) NCBI Proteobacteria
17GA_Enterobacter_ludwigii_KC139450.1(99% 882bp)(C.A¢utuba/GA) NCBI Proteobacteria
3E_Pseudomonas_sp._AM088477.1(99%_1438bp)(C.Agutuba/ES) alk NCBI Proteobacteria
19A_Pseudomonas_nitroreducens_JF441245.1(99%_819bp) (C.Agutuba/AlA) NCBI Proteobacteria
1E_Pseudomonas_nitrireducens_HM246143(97.27%_1449bp)(C.A¢utuba/ES) EZTaxon-e  Proteobacteria
8GA_uncultured_Gammaproteobacteria_JN882128.1(92% 1453bp)(C.Acutuba/GA) NCBI Proteobacteria
51A putative_Rhodococcus(86%_808bp)(H.Canavial/AlA) RDP Actinobacteria
40E_Streptomyces_tanashiensis_AJ781362(99.23%_1428bp)(H.Canavial/ES) EZTaxon-e  Actinobacteria
3B_Bacillus_barbaricus_GQ284513.1(98%_1451bp)(H.Canavial/BHI) NCBI Firmicutes
35GA_Paenibacillus_glucanolyticus(98.37%_797bp)(H.Canavial/GA) EZTaxon-e Firmicutes
33E_Acinetobacter_oleivorans_CP002080(98.40%_1442bp)(H.Canavial/ES) EZTaxon-e  Proteobacteria
37E_Burkholderia_sp._AB665358.1(98%_1431bp)(H.Canavial/ES) NCBI Proteobacteria
41E_Cupriavidus_necator_CP002878(99.44%_1435bp)(H.Canavial/ES) EZTaxon-e  Proteobacteria
52A_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_843bp)(H.Canavial/AlA) NCBI Proteobacteria
33GA_Pantoea_anthophila_JN644500.1(96% _727bp)(H.Canavial/GA) NCBI Proteobacteria
30GA_Pseudomonas_plecoglossicida_JQ995478.1(99%_870bp)(H.Canavial/GA) alk NCBI Proteobacteria
31GA_Pseudomonas_koreensis_GQ368179.1(98%_1416bp)(H.Canavial/GA) NCBI Proteobacteria
37GA_Pseudomonas_sp._FR725962.1(99% 1446bp) (H.Canavial/GA)alk NCBI Proteobacteria
31E _uncultured_Variovorax_JQ770029.1(97%_808bp)(H.Canavial/ES) NCBI Proteobacteria
34GA_uncultured_Parapusiliimonas(676bp)(H.Canavial/GA) RDP Proteobacteria
44E_uncultured_Pseudomonas_ HM996802.1(97%_897bp) (H.Canavial/ES) NCBI Proteobacteria
28GA_Achromobacter_sp. JN043371.1(99%_835bp) (H.Capoeira/GA) NCBI Proteobacteria
39A Achromobacter_marplatensis_EU150134(99.25%_945bp)(H.Capoeira/AlA) EZTaxon-e  Proteobacteria
41A_Achromobacter_xylosoxidans_CP006958(97,19%_1421bp)(H.Capoeira/AlA) EZTaxon-e  Proteobacteria
11B_Arthrobacter_urefaciens_FN433020.1(98%_1427bp)(H.Capoeira/BHI) NCBI Actinobacteria
35A _uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1444bp)(H.Capoeira/AlA) NCBI Proteobacteria
9B_uncultured_Pseudomonadaceae(100%_1441bp)(H.Capoeira/BHI) RDP Proteobacteria
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Continuacao. Identificacdo dos 86 isolados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA bacteriano

Isolados Banco de Filos
dados
62A_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(97.05%_901bp)(H.Pastagem/AlA) EZTaxon-e Actinobacteria
45E_Flavobacterium_anhuiense_EU046269(95.59%_567bp)(H.Pastagem/ES) EZTaxon-e Bacteroidetes
27B_Bacillus_sp._KF206364.1(99% 698bp)(H.Pastagem/BHI) NCBI Firmicutes
29B_Bacillus_thuringiensis_JF947357.1(99%_1453bp)(H.Pastagem/BHI) NCBI Firmicutes
31B_Bacillus_anthracis_AB190217(99.54%_1440bp)(H.Pastagem/BHI) EZTaxon-e Firmicutes
46E_Bacillus_anthracis_AB190217(99.62%_1445bp)(H.Pastagem/ES) alk EZTaxon-e Firmicutes
30B_Bacillus_sp._AB733540.1(99%_1460bp)(H.Pastagem/BHI) NCBI Firmicutes
3GA_Achromobacter_aegrifaciens_HF586507(97.77%_949bp)(H.Pastagem/GA) alk EZTaxon-e Proteobacteria
6GA_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.32%_916bp)(H.Pastagem/GA) EZTaxon-e Proteobacteria
5GA_Enterobacter_sp._JF970207.1(99%_809bp)(H.Pastagem/GA) NCBI Proteobacteria
65A_Pseudomonas_nitroreducens_AMO088474(98.82%_933bp)(H.Pastagem/AlA) EZTaxon-e Proteobacteria
47E_putative_Bordetella(88%_758bp)(H.Pastagem/ES) RDP Proteobacteria
1GA_Ralstonia_mannitolilytica_KF751574.1(99% 871bp)(H.Pastagem/GA) NCBI Proteobacteria
2GA_uncultured_Leclercia_EU850462.1(95%_1446bp)(H.Pastagem/GA) NCBI Proteobacteria
64A_unclassified_Enterobacteriaceae(100%_901bp)(H.Pastagem/AIA) RDP Proteobacteria
7GA_uncultured_Alcaligenaceae_KC179063.1(93%_1408bp)(H.Pastagem/GA) NCBI Proteobacteria
28B_uncultured_bacteria_FQ700280.1(82% _679bp)(H.Pastagem/BHI) alkB NCBI Un. bacteria
43A_Arthrobacter_woluwensisAB244289.1(98%_707bp)(Laguinho/GA) NCBI Actinobacteria
69A_Arthrobacter_siccitolerans_GU815139(98.05%_720bp)(Laguinho/AIA) EZTaxon-e Actinobacteria
80A_Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_1421bp)(Laguinho/AIA) NCBI Actinobacteria
20B_Bacillus_subtilis_JQ900635.1(99%_1469bp)(Laguinho/BHI) NCBI Firmicutes
10IE_Bacillus_sp._AB826002.1(99%_1446bp)(Laguinho/ES) alk NCBI Firmicutes
12GA_uncultured_Gammaprotebacteria_sp. JF772106.1(98%_762bp)(Laguinho/GA) NCBI Firmicutes
21B_Brevibacillus_laterosporus_KF475847.1(97%_1389bp)(Laguinho/BHI) NCBI Firmicutes
40GA_1_Burkholderia_ubonensis_EU024179(99.65%_894bp)(Laguinho/GA) EZTaxon-e Proteobacteria
16E_Enterobacter_ludwigii_AJ853891(97.09%_1447bp)(Laguinho/ES) EZTaxon-e Proteobacteria
42GA_Leifsonia_sp._ JN872512.1(99%_885bp)(Laguinho/GA) NCBI Proteobacteria
38GA_Pseudomonas_psychrotolerans_AJ575816(96.22%_794bp)(Laguinho/GA) EZTaxon-e Proteobacteria
43GA_Pseudomonas_sp.(100%_786bp)(Laguinho/GA) NCBI Proteobacteria
44GA_Pseudomonas_taiwanensis_EU103629(99.45%_909bp) (Laguinho/GA) EZTaxon-e Proteobacteria
14GA_Pseudomonas_sp._HQ840775.1(98%_1433bp)(Laguinho/GA) NCBI Proteobacteria
74A_putative_Micrococcaceae(95%_684bp)(Laguinho/AlA) RDP Proteobacteria
16LGA_Ralstonia_mannitolilytica_KF150443.1(96%_1443bp)(Laguinho/GA) NCBI Proteobacteria
41GA_uncultured_Burkholderia_AB916411.1(98%_1429bp)(Laguinho/GA) NCBI Proteobacteria
70A_uncultured_Pseudomonas_HM996802.1(99%_1446bp)(Laguinho/AlA) NCBI Proteobacteria
22E_Arhtrobacter_niigatensis_AB248526(98.3%_1416bp)(Lago Grande/ES) EZTaxon-e Actinobacteria
47GA_Arthrobacter_nicotinovorans_X80743(98.65%_900bp)(Lago Grande/GA) EZTaxon-e Actinobacteria
11A Arthrobacter_sp._FJ389669.1(99%_840bp)(Lago Grande/AlA) NCBI Actinobacteria
1A_uncultured_Micrococcineae(100%_898bp)(Lago Grande/AlA) RDP Actinobacteria
7A_Bacillus_aerophilus_AJ831844(98.09%_894bp)(Lago Grande/AlA) EZTaxon-e Firmicutes
9A_Paenibacillus_sp._JX434145.1(99%_814bp) (Lago Grande/AlA) alkM NCBI Firmicutes
3A_uncultured_Rummeliibacillus_JN882109.1(88%_1448bp)(Lago Grande/AlA) NCBI Firmicutes
19E_uncultured_Paenibacillus_JN245655.1(98%_1461bp)(Lago Grande/ES) NCBI Firmicutes
8A_Acinetobacter_sp._KC257028.1(97%_798bp)(Lago Grande/AlA) alkB NCBI Proteobacteria
45GA_Pantoea_anthophila_EF688010(95.00%_841bp)(Lago Grande/GA) EZTaxon-e Proteobacteria
46GA=Pantoea=anthophi/a=EF688010{98.33%=877bp)(Lago Grande/GA) EZTaxon-e Proteobacteria

Os isolados estdo identificados quanto ao seu nome, sua identificagdo molecular, nimero de acesso; porcentagem
de similaridade com a identificag@o e tamanho da sequéncia do gene 16S rRNA; area de coleta de onde provém e
meio de cultivo utilizado para seu isolamento. As linhas pontilhadas delimitam as dreas de coleta das quais os
isolados sdo provenientes. Meios de cultivo: ES- Extrato de solo; AIA-Actinomycetes Isolation Agar; GA-Agar de
isolamento de Wageningen; TSA-Trypticase Soy Agar; BHI- Brain-Heart Infusion Agar. Bancos de dados: NCBI-
National Center for Biotechnology Information
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome); = RDP-Ribosomal = Database
Project (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp); EZT Axon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/).
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Seq.

N.

Isolados ORF (pb) Acesso Descricao Sim. E-value
Unculturedbacterium clone OTU 19 alkane
35T_Arthrobacter 498 EU307684.1 monooxygenase (alkB) gene, partial cds 93% 7,00E-69
_woluwensis_X93 +3 213 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% 5e-126
353(97.49%_879b fatty acid desaturase family protein [Acinetobacter o
p)(C.Acutba/Ts | 5 M7 KCX34360.1 baumannii 263903-1] 7% 2e-113
A) alkB alkane 1-monooxygenase [Ralstonia sp.
+3 117 { WP_027679218.1 UNCA404CL21Col] 98% Te-126
423 EU307684.1 Uncultured bacterium clone OTU 19 alkane 999 2.00E-74
3T Acinetob monooxygenase (alkB) gene, partial cds
. sp_ 121(;1%07 Oazcée +1 250 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% Se-126
1199 02)_893bp) . 3 150 KCX34360.1 fatty acid desaturase farglly protein [Acinetobacter 97% 26113
baumannii 263903-1]
Acutuba/TSA) alkane 1-monooxygenase [Ralstonia sp
E - > SP- g -
alkB +3 142 | WP_027679218.1 UNC404CL21Col] 98% 7e-126
-2 117 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 2e-72
Acinetobacter radioresistens strain S13 alkane
30GA Pseud 465 HQ685899.1 hydroxylase B gene, complete cds 99% 3,00E-87
—-seudomo +1 132 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% Se-126
nas_plecoglossicid alkane 1-monooxygenase [Ralstonia sj
a_JQ995478.1(99 -1 | 111 = WP_027679218.1 Ve P 98% 7e-126
%_ 870bp)(H.Cana UNC404CL21Col]
Nial/G A) alk +2 105 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 2e-72
+3 105 ABUA48542.1 alkane-1 monooxygenase [Geobacillus 93% 8e-50
stearothermophilus]
504 IX171313.1 Uncultured bacterium clone P1 AOS_QMR alkane- 89% 1.00E-68
A Aci b hydroxylase (alkB) gene, partial cds
Sp_ I?g;g; ()azcgelr +2 444 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% Se-126
(_97‘7;_798bp)(Lag -2 200 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 272
© Gra;lﬁd(e;AIA) -2 150 AFQ37259.1 alkane-hydroxylase [uncultured bacterium] 77% le-70
+1 114 ABUA48542.1 alkane-1 monooxygenase [Geobacillus 23% 2650
stearothermophilus]
3E_Pseudomonas Uncultured bacterium clone OTU 19 alkane
_sp._AMO088477.1 43 EU307684.1 monooxygenase (alkB) gene, partial cds 99% 1,00E-123
(99%_1438bp)(C. -3 499 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% 7e-130
Acutuba/ES) alk +1 165 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 2e-72
541 IN616316.1 Bacillus sp. MS238f alkane- 1.-m0n$)0xygenase 99% 7.00E-120
(alkB1) gene, partial cds
-1 531 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% Se-126
16GA(Laguinho/ 42 = 363 | WP_027679218.1 alkane 1-monooxygenase [Ralstonia sp. 98% 7e-126
GA)alkB UNC404CL21Col]
-2 222 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 2e-72
3 219 ABU48542.1 alkane-1 monooxygenase [Geobacillus 93% 8e-50
stearothermophilus]
+1 120 AFQ37259.1 alkane-hydroxylase [uncultured bacterium] 77% le-70
523 EU307684.1 Uncultured bacterium clone OTU 19 alkane 879 1.00E-89
- ) monooxygenase (alkB) gene, partial cds ‘ ’
alkane-1 monooxygenase [Geobacillus o
(C. Ag,uﬁ?];)a/ES) -2 207 ABU48542.1 stearothermophilus] 93% 2e-50
a alkane monooxygenase [Bavariicoccus sp. CY-31]
+3 186 AGI37810.1 90% 3e-30
549 1Q622394.1 Acinetobacter sp. SJ-15 a!kane monooxygenase 97% 2.00E-77
gene, partial cds
-2 260 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% 5e-126
c Agufl?@/ Al *1 168 WP_0276792181 e 98% | 7e-126
kB +1 150 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 2e-72
3 132 ABU48542.1 alkane-1 monooxygenase [Geobacillus 93% 8e-50
stearothermophilus]
-3 111 AFQ37259.1 alkane-hydroxylase [uncultured bacterium] 77% le-70
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Continuacao. Identificacdo das open reading frames do gene alk dos 11 isolados

Seq. N. - .
Isolados ORF (pb) Acesso Descri¢ao Sim. E-value
9A_Paenibacillus_sp. 299 AJ009585.1 Acinetobacter sp. alkM gene, partial 93% 6,00E-40
¥ 0,
JX431:[1::)E)>.(:}_(an90A;_81 +3 | 114 AGI37810.1 alkane monooxygenase [Bavariicoccus sp. CY-31] 90% 3e-30
Grande/AlA) alkM
28B_uncultured_bac Uncultured bacterium partial alkB gene for alkane o
teria_FQ700280.1(8 286 HG530430.1 monooxygenase, clone TGLR-4 95% 2,00E-36
2%_679bp)(H.Pastag T
em/BHI) alkB -3 105 Nenhuma significancia
581 KF177290.1 Uncultured bacterium clone B4 putat!ve alkane 93% 7 00E-118
monooxygenase (alkB) gene, partial cds
2A -2 1260 ACB11546.1 alkane monooxygenase [uncultured bacterium] 98% 5e-126
(C.Agutuba/ES)alkB alkane 1-monooxygenase [Ralstonia sp. o
+1 168 i WP_027679218.1 UNC404CL21Col] 98% 9e-126
+1 | 150 AFQ37260.1 alkane monooxygenase [uncultured organism] 97% 2e-72

Os isolados portadores de genes alk estdo apresentados pelo nome do isolado, identificacio molecular, nimero
de acesso a sequéncia similar e porcentagem de similaridade com a identificacdo, seguido da drea de coleta de
onde provém e o meio de cultivo pelo qual foi isolado. AIA - Actinomycetes Isolation Agar; BHI - Brain-Heart
Infusion Agar; ES - Extrato de solo de TPA; GA- Agar de Wageningen; TSA- Trypticase Soy Agar. S@o ainda
apresentados os tamanhos das sequéncias do gene alk, os nimeros de acesso, porcentagem de similaridade e
descricdo das sequéncias similares. As ORFs foram identificadas no blastp do banco de dados NCBI. As
sequéncias completas (detentoras de c6dons de parada) foram identificadas pelo método tblastx contra do banco

de dados NCBI.



